Differenzierung humaner neuraler
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Der Morbus Parkinson gehört zu den häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. 
Forschungen auf dem Gebiet der Zelltransplantation können einen vielversprechenden 
kurativen Ansatz aufzeigen. Im Interesse dieser Promotion standen die Generierung von 
dopaminergen Neuronen aus humanen neuralen Vorläuferzellen (hNPC) und die 
Untersuchung des Einflusses der extrazellulären Matrixproteine (EZM) Polydopamin 
(PDA) und Collagen auf diese. Aufgrund begrenzter Ressourcen und ethischer Bedenken 
im Hinblick auf die Gewinnung humaner neuraler Vorläuferzellen aus Embryonen war eine 
Steigerung der Genese dopaminerger Neuronen in vitro für eine Etablierung der 
Zelltransplantation als Behandlungsmethode notwendig. 
In dieser Promotionsarbeit wurde das Standardprotokoll für die Kultivierung humaner 
neuraler Vorläuferzellen durch Zugabe von PDA, Collagen I (Cl) und Collagen II (CIl) in 
unterschiedlichen Kombinationen ergänzt. Die verwendeten EZM wurden aufgrund ihrer 
bekannten Anhaftungseigenschaften ausgewählt, um ein gleichmäßig adhärentes 
Wachstum der hNPCs am Kulturflaschenboden zu erreichen.       
Die Untersuchungen auf Transkript- und Proteinebene zeigen, dass eine Kombination der 
Standardbeschichtung aus Poly-L-Ornithin/Fibronectin (PLO/FN) mit PDA sowie PDA als 
Monobeschichtung die dopaminerge Genese der hNPCs nicht steigern konnte. Eine 
niedrige Konzentration an PDA in den Beschichtungen führte zu einem nichtadhärenten 
Wachstum der hNPCs und zur Ausbildung von Spheres. Höhere Konzentrationen an PDA 
hatten ein adhärentes Wachstum der Zellen in clusterförmigen Anordnungen zur Folge. 
Auf den Beschichtungen mit PLO/FN und Cl sowie Cll ohne den Zusatz von PDA zeigte 
sich eine signifikant höhere Expression des dopaminergen Markers        
Thyrosinhydroxylase (TH) in den Analysen durch ICC und Westernblot. 
Cl und Cll führten in Kombination mit der Standardbeschichtung PLO/FN zu einem 
gleichmäßig adhärenten Wachstum. Eine Kombination von PDA, Cl und Cll sowie der 
Standardbeschichtung PLO/FN führte nur unter Verwendung von höheren Konzentra-
tionen PDA zu einem adhärenten Wachstum, eine Steigerung der dopaminergen Diffe-
renzierung konnte nicht beobachtet werden.
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1 Einleitung 
1.1 Erkrankungen des menschlichen Gehirns 
Das Gehirn des Menschen ist die zentrale Verarbeitungsstelle aller Sinneseindrücke. Es 
reguliert vegetative Funktionen, wie Körpertemperatur, Atmung und Kreislauf [Trepel, 
2008]. Zudem ist es der Entstehungsort von Emotionen und Vorstellungen, koordiniert 
Bewegungen und Reaktionen. Das Zentralnervensystem besteht aus ca. 1012 Neuronen, 
die miteinander über Neurotransmitter kommunizieren [Trepel, 2008]. Als 
Neurotransmitter dienen unter anderem die Aminosäuren Glutamat, Glycin und GABA 
(Gamma-Aminobuttersäure) sowie Monoamine, insbesondere Dopamin, Serotonin und 
Histamin [Reisine et al., 1977]. Dieses komplexe System aus Neuronen und Neurotrans-
mittern sorgt für die Aufrechterhaltung aller wichtigen Funktionen, die durch unser Gehirn 
gesteuert werden. Kommt es zu einem Ausfall im Bereich der Neurotransmitter und 
Neuronen, hat dies weitreichende Folgen für den menschlichen Organismus [Riederer et 
al., 1990]. So führt ein Mangel an Dopamin im extrapyramidal-motorischen System des 
Gehirns zur Ausprägung von Muskelstarre (Rigor), zu verlangsamten Bewegungen 
(Brady- /Akinese) und zu Muskelzittern (Tremor), den Leitsymptomen des Morbus 
Parkinson [Böcker et al., 2004]. 
1.2 Der Morbus Parkinson 
Die Parkinson-Krankheit gehört zu den degenerativen Erkrankungen des menschlichen 
Zentralnervensystems und beruht auf einem progredienten Verlust pigmentierter 
dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra des Mesenzephalons (Mittelhirn) sowie 
dem Locus coeruleus [Böcker et al., 2004]. Diese strukturellen Veränderungen führen zu 
der für den Morbus Parkinson charakteristischen Trias extrapyramidaler 
Bewegungsstörungen mit Akinese, Rigor und Ruhetremor [Böcker et al., 2004]. Erstmals 
wurde der Morbus Parkinson 1817 von dem englischen Physiologen Dr. James Parkinson 
in seinem „Essay on the shaking palsy" beschrieben [Parkinson, 1817]. Heute ist die 
Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer die zweithäufigste neurodegenerative 
Erkrankung [Riederer et al., 1990]. Das primär idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) 
manifestiert sich im Durchschnitt zwischen dem 65. und 70. Lebensjahr und ist mit  75 % 
der Parkinsonerkrankungen die häufigste Form [Giasson and Lee, 2000]. Die Genese des 
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idiopathischen Parkinsonsyndroms ist letztlich ungeklärt.  Vom IPS sind sekundäre 
Parkinsonsyndrome, z.B. aufgrund von Neuroleptikaeinnahme, posttraumatisch oder 
toxininduziert, und Parkinsonsyndrome im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen 
abzugrenzen. Bei der selteneren familiär bedingten Form des Parkinson-Syndroms findet 
man verschiedene Mutationen, unter anderem im Gen für Proteine wie -Synuclein oder 
Leucin-rich repeat kinase (LRRK) [Taymans and Cookson, 2010]. Es sind derzeit mehr 
als 16 Genloci (Park 1-16) beschrieben, welche für die Ausprägung des familiären 
Parkinsonsyndroms entscheidend sind und autosomal vererbt werden [Xiromerisiou et al., 
2010]. 
 
Im Zentrum der Pathogenese des Morbus Parkinson steht der Mangel des Neuro-
transmitters Dopamin durch die progrediente selektive Degeneration dopaminerger 
Neuronen in den Basalganglien, insbesondere in der Substantia nigra des Mesenzepha-
lons [Böcker et al., 2004] (siehe Abb. 1.1).  
Zu den Basalganglien gehören das Corpus Striatum, der Globus pallidus, der Nucleus 
subthalamicus und die Substantia nigra [Groenewegen, 2003]. Im Striatum laufen eine 
Vielzahl exzitatorischer Afferenzen aus dem motorischen Assoziationskortex zusammen. 
Es ist das zentrale Steuerelement motorischer Impulse [Herrero et al., 2002],[Albin et al., 
1989],[Lang and Lozano, 1998]. Die dopaminergen Neuronen der Substantia nigra 
projizieren zu GABAergen Neuronen im Corpus Striatum [Herrero et al., 2002]. Beim 
Morbus Parkinson ist insbesondere die Pars compacta der Substantia nigra von den 
degenerativen Veränderungen betroffen.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. A                             Abb. B 
  
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der neuronalen Verschaltung der Basalganglien 
Dargestellt sind die exzitatorischen Afferenzen, welche vorrangig aus dem Assoziationskortex kommen. 
Erregende Bahnen und Transmitter sind grün, inhibierende rot dargestellt. Ausgangspunkt ist die Substantia 
nigra (SNc). (Abb. A) Die dopaminergen Efferenzen stimulieren sowohl Dl-Dopamin-Rezeptor (Dl), die den 
direkten Übertragungsweg vom Striatum zum Globus pallidus internus (GPi) aktivieren, als auch D2-Dopamin-
Rezeptor (D2), die den indirekten Übertragungsweg vom Striatum zum GPi hemmen. Die Aktivierung des 
direkten Weges führt zu einer Minderung und die Aktivierung des indirekten Weges zu einer Verstärkung der 
pallidalen Hemmung des Thalamus (grün = exzitatorische Wirkung; rot = inhibitorische Wirkung). Beim 
Morbus Parkinson Abb. B) sind die dopaminergen Neuronen in der SNc vermindert. Die Stimulation des 
Thalamus über den direkten Weg ist geringer (dünner Pfeil), während die Aktivierung von Gpi und SNr durch 
den indirekten Weg zunimmt. Aus diesem Ungleichgewicht der Signale folgt ein zunehmendes Ausbleiben der 
Hemmung des Thalamus. (Modifiziert nach Schmidt, Lang [Schmidt et al., 2010]). 
 
Der Dopaminmangel im sensomotorischen Teil des Putamens führt zu motorischen 
Symptomen, wie Hypokinese und Tremor [Gerfen, 1992]. Im Verlauf der Parkinson-
Erkrankung kommt es zur Funktionseinschränkung dopaminerger und nichtdopaminerger 
Kerne der Basalganglien und des Thalamus [Kawaguchi et al., 1990]. Neben den 
motorischen Symptomen treten auch nichtmotorische Symptome wie Depressionen, 
kognitive Dysfunktionen und  Schlafstörungen auf, deren Prävalenz und Schwere mit 
Dauer der Erkrankung zunimmt [Brown u. Marsden, 1990],[Poewe u. Lunginger 1999].   
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Es wird vermutet, dass der Verlust an noradrenergen Neuronen im Bereich des Locus 
coeruleus unter anderem zum Auftreten von kognitiven Störungen bis hin zur Demenz 
und Depression mit Schlafstörungen und Stimmungsschwankungen führt [Arenas, 2002].  
 
Auch spielen ein cholinerges Defizit und die dopaminerge Störung an sich eine Rolle beim 
Auftreten kognitiver Störungen beim Parkinsonsyndrom [Mahler u. Cummings, 1990]. Der 
Untergang serotonerger Neuronen der Raphe obscurus und medialen Raphe ist ebenfalls 
an den Symptomen der Depression bei Morbus Parkinson beteiligt [Jellinger, 1991].  
 
1.2.1  Behandlungsstrategien des Morbus Parkinson 
 
Nur ein umfassenderes Verständnis der Krankheitsentstehung kann es uns ermöglichen, 
alle Aspekte des Morbus Parkinson zu behandeln und verschiedene Ansätze, unter 
anderem den Ersatz des dopaminergen nigrostriatalen Traktes, zu entwickeln 
[Wijeyekoon and Barker, 2009a]. Noch vor fünfzig Jahren war Pallidotomie ein 
anerkanntes Verfahren zur Behandlung des Morbus Parkinson [Guridi and Lozano, 
1997],[Gabriel and Nashold, 1998], dabei wurde ein Teil des posteroventralen Pallidums 
durch Hochfrequenz- oder Hitzekoagulation zerstört mit dem Ziel, die sekundäre 
Überaktivität des Pallidums bei Morbus Parkinson zu modifizieren [Levy, 1939]. Die 
Einführung der Levodopa-Therapie 1960 führte zu einem starken Rückgang dieser 
Prozedur [Dostrovsky et al., 2002a], jedoch kann die Behandlung mit Levodopa und 
Dopaminagonisten nicht die Progression der Erkrankung, sondern nur die Symptome 
lindern [Lesage and Brice, 2009],[Schapira, 2005]. In den 90er Jahren wurde das 
Verfahren der Pallidotomie aufgrund von positiven Studienergebnissen [Vitek et al. 2003] 
wieder vemehrt eingesetzt, konnte sich jedoch nicht gegen die Stimulationsverfahren 
durchsetzen [Higuchi u. Iacono 2003]. Vor allem der Mangel an Dopamin im postero-
lateralen Putamen [Kish et al., 1988],[Morrish et al., 1996],[Bernheimer et al., 1973] 
korreliert mit dem Ausmaß der funktionellen Einschränkungen [Brooks et al., 1990]. Der 
Ausgleich des  Dopminmangels stellt daher den  Schwerpunkt der  medikamentösen  
Therapie bei Parkinson dar [Cotzias et al., 1967],[Laguna Goya et al., 2008]. Der damit 
verbundene langfristige Einsatz von dopaminergen Medikamenten in der Therapie 
verursacht eine Reihe von Problemen, einschließlich der Entwicklung 
medikamenteninduzierter motorischer Komplikationen, wie on-off-Schwankungen und 
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Levodopa-induzierter Dyskinesien [Del Tredici et al., 2002],[Braak et al., 2004]. 
Unter der medikamentösen Substitutionstherapie zeigt sich eine Progredienz oder 
Fluktuation der Parkinson-Symptome. Dies erfordert meist eine Steigerung der medika-
mentösen Dosis, was wiederum die Nebenwirkungen verstärken kann [Lieberman et al., 
1992]. Dahingehend enttäuschen einfache medikamentöse Therapien zunehmend im 
Hinblick auf einen zuverlässigen therapeutischen Nutzen, sodass andere Ansätze gesucht 
werden müssen, einschließlich invasiver Arten der kontinuierlichen dopaminergen 
Therapie, wie Apomorphin-Pumpen oder neurochirurgische Eingriffe [Wijeyekoon and 
Barker, 2009a]. 
In den letzten 30 Jahren wurde auch der Entwicklung von Zellersatztherapien gegen 
Morbus Parkinson größtes Forschungsinteresse gewidmet. Schwerpunkt ist der Ersatz 
von degenerierten dopaminergen Neuronen im Striatum und der Substantia nigra [Arenas, 
2002]. 
1.2.2  Entwicklungen in der Zelltransplantation 
Der anfängliche Erfolg der Behandlung des Morbus Parkinson mit Levodopa führte zur 
Annahme, dass eine Dopamin-Replacement-Therapie durch neurale Transplantation 
erfolgreich sei [Freeman et al., 1998]. Die geringe Anzahl dopaminerger Neuronen des 
Striatums, das bei Morbus Parkinson durch Degeneration geschädigt wird, macht es zu 
einem geeigneten Ziel für die Transplantation [Freeman et al., 1998]. Eine dadurch 
erreichte direkte Freisetzung von Dopamin in das Striatum würde zur Schonung anderer 
Gewebe vor nachteiligen Auswirkungen der Dopaminstimulation und des Stoffwechsels 
führen [Freeman et al., 1998]. Zudem würden Spitzen und Täler der pharmakologischen 
Therapie durch eine relativ konstante Quelle vermieden werden [Levy et al., 2004]. 
 
Die ersten erfolgreichen Versuche der allogenen Transplantation von fötalen dopami- 
nergen Zellen wurden im Jahr 1979 von Björklund und Perlow unabhängig voneinander 
durchgeführt [Björklund and Stenevi, 1979],[Perlow et al., 1979]. Das Verfahren inte-
grierte fetales ventrales Mesenzephalon(VM)-Gewebe in das Ratten-6-OHDA(6-
Hydroxydopamin)-Modell der Parkinson Erkrankung [Björklund and Stenevi, 1979]. Perlow 
et al. (Mexiko) platzierten die Transplantate in den lateralen Ventrikel [Perlow et al., 1979], 
während ein dorsaler cortikaler Bereich von Björklund und Stenevi (Schweden) für die 
Platzierung ihrer Transplantate [Björklund and Stenevi, 1979] präferiert wurde. Die 
Substanz 6-OHDA wurde unilateral in das Gehirn der Ratten injiziert. Dort führte es zum 
Untergang der dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra, sodass ein einseitiges 
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Defizit zu einem durch DA-Agonisten, meist Amphetamin, beeinflussbaren und 
quantifizierbaren Rotationsverhalten führte [Ungerstedt, 1971]. Nach 13 bis 20 Wochen 
war der Nachweis von TH, als Marker für dopaminerge Aktivität, in der Mehrheit der 
implantierten Neurone positiv und ihre Axone entwickelten dichte Verbindungen, 
insbesondere im vorher denervierten Striatum [Laguna Goya et al., 2008]. Durch eine 
erfolgreiche Transplantation wurde das dopaminerge Defizit behoben und die motorischen 
Defizite waren reversibel [Björklund and Stenevi, 1979]. 
Nach umfangreichen Erkenntnissen über das Tiermodell startete in den 1980er Jahren ein 
klinisches Programm zweier Forschungsgruppen in Mexiko [Madrazo et al., 1988] und 
Schweden [Lindvall et al., 1989], in dem die Transplantation von fetalem Nervengewebe 
in die Gehirne von jeweils 2 Parkinson-Patienten durchgeführt wurde. Es zeigte sich eine 
minimale klinische Besserung bei dem Patienten aus Schweden [Wijeyekoon and Barker, 
2009a]. In den folgenden Jahren erfolgten weitere Transplantationen in mehreren Zentren 
bei Patienten mit Parkinson-Erkrankung [Winkler et al., 2005]. Offene klinische Studien 
bestätigten, dass sich das transplantierte Gewebe bei Patienten mit Parkinsonerkrankung 
funktionell integrierte, ein Wachstum dopaminerger Fasern und Synapsenbildung zeigte 
und anhaltende klinische Vorteile brachte, allerdings waren die Ergebnisse sehr variabel 
[Winkler et al., 2005]. Es blieb eine Herausforderung, diese Variabilität zu erklären und zu 
minimieren [Madrazo et al., 1988]. 
In den letzten Jahren wurden der Nutzen und die Sicherheit dieses Verfahrens in Studien 
untersucht im Hinblick auf das Risiko für unerwünschte Nebenwirkungen, wie L-DOPA-
induzierte Dyskinesien [Freed et al., 2001],[Freed, 2002],[Olanow et al., 2003]. Mehrere 
Studien haben gezeigt, dass eine Vielzahl von Faktoren im Präparationsprozess des 
Gewebes entscheidend für die Optimierung des Überlebens der dopaminergen Zellen in 
Transplantaten sind und einige der Faktoren, welche in den Protokollen der Gewebege-
winnung aufgeführt sind, hatten eine schädliche Wirkung auf das Überleben der dopa-
minergen Zellen nach der Transplantation [Laguna Goya et al., 2008],[Brundin et al., 
2000]. Ziele der Forschung im Bereich der Transplantation von neuralen Zellen sind das 
Langzeitüberleben der Zellen in der Postimplantationsentwicklung, die Anzahl von 
dopaminergen Neuronen in ausreichender Zahl zu steigern mit dem Nachweis einer Frei-
setzung von Dopamin aus den transplantierten Zellen, das Verhalten und die Erholung 
infolge der Transplantation dieser Zellen zu verbessern und eine Tumorbildung zu 
verhindern beziehungsweise die Differenzierung in Neuronen zu gewährleisten [Laguna 
Goya et al., 2008]. 
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Aus dem vielversprechenden Ansatz der Transplantation von fötalem Gewebe entstanden 
jedoch auch viele Fragen. Neben den ethischen Bedenken, Gewebe von abgetriebenen 
menschlichen Föten zu verwenden, ergaben sich auch weitere Probleme. Es besteht nur 
eine begrenzten Gewebeverfügbarkeit, es gibt Grenzen in Sicherheit und Qualität sowie 
in der Kontrolle solcher Gewebe in experimentellen Therapien [Schwarz, 2007]. Zum 
Beispiel zeigte sich nach der Injektion einer kleinen Anzahl von undifferenzierten ES-
Zellen (1000 bis 2000 Zellen) in das Striatum von einseitig 6-Hydroxydopamin lädierten 
Ratten, dass sich dopaminerge Neuronen im dopamindepletierten Striatum bei einigen 
Tieren funktionell integrierten, bei der Mehrheit sich jedoch hochmaligne Teratome 
entwickelten [Schwarz, 2007]. Es gibt auch Probleme beim Erlangen einer ausreichenden 
Anzahl von dopaminergen Vorläuferzellen für die Transplantation [Jain et al., 2003]. 
Sowohl fötales Gewebe als auch neurale undifferenzierte Stammzellen (NSC) besitzen 
das Potential, unterschiedliches Nervengewebe zu bilden. NSCs generieren in vitro 
Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen [Schwarz, 2007]. Um die Differenzierung 
transplantierter neuraler Stammzellen in Oligodendrozyten und Astrozyten zu vermeiden, 
wurde ein neuer Forschungsansatz zur Transplantation neuraler Progenitorzellen (NPC) 
entwickelt. Diese gehören zu einer Gruppe von multipotenten Stammzellen mit nahezu 
unbegrenztem Proliferations- und neurogenem Potential und können menschlichen Föten 
entnommen werden [Schwartz et al., 2008]. 
 
Ein solcher Ansatz wurde erstmals 1998 von Paul Carvey und später von Studer et al. 
beschrieben. Neurale Vorläuferzellen wurden aus dem ventralen Mesenzephalon der Ratte 
gewonnen, die dann in dopaminergen Neuronen differenzierten [Studer et al., 1998]. Die 
Verwendung von fötalen NPC bietet die Möglichkeit einer standardisierten Quelle der 
menschlichen Neuronen im Gegensatz zur Verwendung von primärem fötalen Hirn-
gewebe [Studer et al., 1998]. Die In-vitro-Expansion von Zellen und die Anreicherung von 
dopaminergen Neuronen mit Hilfe bestimmter Protokolle würde die Menge des primären 
humanen Gewebes, das für therapeutische Transplantationen benötigt wird, reduzieren 
und ebenso die Anfrage nach fötalem Gewebe [Laguna Goya et al., 2008]. 
 
Transplantierte Vorläuferzellen aus fötalem Gewebe haben außergewöhnlich integrative 
Eigenschaften [Riaz et al., 2004a]. Sie können Dopamin-produzierende Zellen ersetzen 
und zur Unterstützung der degenerierten Zellen beitragen [A. Martinez-Serrano, 
1999],[Martinez-Serrano and Björklund, 1997]. Die Differenzierung dieser neuralen 
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Vorläuferzellen kann so beeinflusst werden, dass es zu einer spezifischen neuralen 
Differenzierung in der Zellkultur kommt, im Fokus der Parkinsonforschung steht die 
Entwicklung der NPCs zu dopaminergen Neuronen [Yan et al., 2001][Riaz et al., 2002]. 
Es ist möglich, diese neuralen Vorläuferzellen in der Zellkultur für mehrere Monate zu 
kultivieren, ohne den Verlust des Differenzierungspotenzials [Storch et al., 2004].           
70 – 90 % der neuralen Vorläuferzellen können in stabile Neuronen differenzieren, welche 
Dopamin synthetisieren und freisetzen [Schuldiner et al., 2001],[Guan et al., 
2001],[Storch et al., 2004]. 
Für klinische Zwecke ist es wichtig, die Herstellung dieser dopaminergen Neuronen aus 
multipotenziellen neuralen Vorläuferzellen zu maximieren und auch zu untersuchen, ob es 
möglich ist, die Vorläuferzellen in Neuronen anderer Neurotransmitter-Phänotypen zu 
differenzieren [Laguna Goya et al., 2008]. Es gilt die Proliferation und Differenzierung von 
Stammzellen dahingehend zu fördern, dass eine möglichst homogene Population von 
bestimmten Zelltypen entsteht. Im Fokus der Forschung liegt die Identifizierung 
verschiedener kleiner Moleküle, die frühe und späte Schritte in der neuralen und dopa-
minergen Differenzierung beeinflussen [Schwarz, 2007]. Die Differenzierung von dopa-
minergen Neuronen aus humanen neuralen Vorläuferzellen zu verstehen, hilft nicht nur, 
die molekularen Mechanismen zu klären [Schwarz, 2007], sie ermöglicht Schritte zum 
Verständnis neurodegenerativer Erkrankungen und deren kausaler Behandlung. 
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1.3  Kultivierung von hNPCs und der Einfluss von extrazellulären 
Matrixproteinen 
Die Möglichkeit der Behandlungen für Morbus Parkinson wird letztlich vom weiteren 
Verständnis der genauen Mechanismen der Krankheit sowie der Proliferation und 
Differenzierung von neuralen Zellen abhängen [Wijeyekoon and Barker, 2009a]. Ein 
breites Spektrum von Chemikalien, Wachstumsfaktoren und Zellkultursubstraten hat bei 
den Bemühungen zur neuralen Differenzierung der Stammzellen mit unterschiedlichem 
Erfolg beigetragen [Völlner et al., 2009],[Chen et al., 2006],[Corti et al., 2003]. Die 
dopaminerge Differenzierung des fötalen ventralen Mesenzephalons wird durch eine 
Kombination von extrazellulären Induktionsfaktoren geregelt, die spezifische intrazelluläre 
Transkriptionskaskaden auslösen [Rössler et al., 2010]. Es gibt sowohl inhibierende als 
auch induzierende Faktoren [Rössler et al., 2010]. In den letzten Jahren finden sich immer 
mehr Beweise, dass lebende Zellen nicht nur auf chemische, sondern auch auf 
physikalische Reize reagieren [Geiger et al., 2009],[Leong et al., 2010],[Wang et al., 
2009],[Vogel and Sheetz, 2006],[Tay et al., 2010],[Tan et al., 2010],[Winer et al., 2009a]. 
Mit dem Fortschreiten der Forschung auf dem Gebiet der Zellkultivierung gewannen 
extrazelluläre Matrixproteine an Bedeutung. Seit Grobsteins Pionierarbeit auf diesem 
Gebiet hat man erkannt, dass die extrazelluläre Matrix Einfluss auf die Organogenese und 
Zelldifferenzierung hat [McDonald, 1988]. Physikalische Signale, die in letzter Zeit 
zunehmend Beachtung erfahren, sind Elastizität und Durchmesser des Trägersubstrats, 
auf dem Zellen kultiviert werden [Discher et al., 2005a],[Engler et al., 2006]. 
Untersuchungen der Elastizität des Substrats zeigten, dass diese auf die Morphologie, 
das Überleben, die Proliferation, die Differenzierung und die Fortbewegung der Zellen 
Einfluss haben [Leong et al., 2010],[Geiger et al., 2009]. Eine optimalere Differenzierung 
von Stammzellen eines bestimmten Gewebes ist auf einem Substrat mit ähnlichen 
Eigenschaften, vergleichbar dem nativen Gewebe, möglich [Leong et al., 2010]. 
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1.4  Vom Leben inspiriert- Beschichtungen mit Polydopamin 
und Collagen 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Collagen und Polydopamin auf das Differen-
zierungsverhalten von hNPCs untersucht. Unter biologischen Polymeren ist Collagen    
Typ I (Cl) als extrazelluläre Matrix (EZM) eines der häufigsten Proteine im Körper 
[Palsson, 2003]. Die extrazelluläre Matrix der Knochen besteht aus bis zu 85 % Cl. 
Collagen ist ein bekanntes zellädhäsives Protein und ist wirksam bei der Förderung der 
zellulären Adhäsion und Ausbreitung [Nagai et al., 2002]. Viele Studien haben gezeigt, 
dass Collagen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung, u.a. von Osteoblasten, spielt 
[Roehlecke et al., 2001]. Sowohl die Interaktionen von Collagen mit anderen extrazel-
lulären Matrixproteinen, als auch seine Eigenschaft als Träger für Wachstumsfaktoren 
und Zelladhäsionsproteine machen Collagen-Gel für Zellinteraktionsstudien interessant 
[Roehlecke et al., 2001],[Engler et al., 2006],[Nagai et al., 2002]. Ein weiteres Protein der 
extrazellulären Matrix wurde in dieser Arbeit in Bezug auf die Differenzierung humaner 
neuraler Stammzellen untersucht, nämlich Polydopamin (PDA). 
Schon längere Zeit standen Muscheln im Fokus des Forschungsinteresses, da sie sich 
auf jeder Art von organischem oder anorganischem Material festsetzen können [Ku et al., 
2010a], selbst auf Antihaftbeschichtungen wie Polytetraflourethylen (PT-FE) [Lee et al., 
2007a]. Der universelle Stoff, dem diese anhaftende Eigenschaft zugeschrieben wird, 
heißt 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanin (DOPA) und ist ein Protein im Fuß der Muschel 
[Waite, 2002],[Waite and Qin, 2001]. Dieses DOPA-Molekül entspricht jenem 
Neurotransmitter, dessen Mangel den Morbus Parkinson verursacht [Waite, 1990]. Von 
der Natur inspiriert wurden kleine Moleküle wie Dopamin und Noradrenalin verwendet, die 
katecholaminartige funktionelle Gruppen enthielten, um die Muschelhaftung 
nachzuahmen [Lee et al., 2007a],[Kang et al., 2009]. Die Zusammensetzung sowie die 
Anheftungsmechanismen und Verhaltensweisen von PDA wurden untersucht [Yin and 
Liu, 2008]. Die Ergebnisse zeigen, dass PDA auch für die Beschichtung verschiedener 
Substrate, anorganischer oder organischer Materialien, genutzt werden kann [Lee et al., 
2007a]. Die Beschichtung besteht aus PDA-Mikrostrukturen von 100 µm Länge und      
120 µm Durchmesser, welche durch Polymerisation des Dopamins gebildet wurden. Die 
Bildung der PDA-Beschichtung kann mittels Spektroskopie nachgewiesen werden [Tan et 
al., 2010],[Chen et al., 2009].  
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Je länger das zu beschichtende Objekt mit der Dopaminlösung in Kontakt ist, desto dicker 
wird der Film der Oberflächenbeschichtung. Nach 24 Stunden bildete sich eine 50 nm 
dicke Schicht an Polydopamin [Tan et al., 2010],[Chen et al., 2009]. 
Polydopaminbeschichtungen unterstützen eine Vielzahl von Reaktionen mit organischen 
Materialien in der Bildung einer funktionellen organischen Oberfläche. Die 
Katecholgruppen des Polydopamins sind in der Lage, eine Bindung mit Aminen 
einzugehen und über diese Verbindung die Haftung auf der beschichteten Oberfläche zu 
verbessern [Lee et al., 2007a]. Des Weiteren kann die PDA-Beschichtung eine 
Grundlage für weitere chemische Reaktionen, nicht zuletzt die Initiation oder Suppression 
unspezifischer und spezifischer biologischer Reaktionen sein [Li et al., 2006]. Diese 
Eigenschaften machen PDA als Beschichtungszusatz in der Zellkultur interessant. 
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2 Zielstellung 
Seit James Parkinson im Jahr 1817 erstmalig über die Parkinson-Erkrankung geschrieben 
hatte, gab es über die Pathophysiologie erst in den letzten Jahrzehnten genauere 
Erkenntnisse. Bisher sind nur Mutationen und Toxine bekannt, die für einen kleinen Teil 
der Erkrankung relevant sind. Mit dem Fortschreiten der Wissenschaft auf dem Gebiet der 
Transplantation wurde auch die Transplantation primären fötalen Mittelhirngewebes als 
symptomatischer Therapieansatz des Morbus Parkinson möglich. In einem Balanceakt 
zwischen ethischen Fragen und erfolgsversprechenden Ergebnissen bei Probanden nach 
Zelltransplantationen ist es das Ziel der Forschung, aus den geringen Ressourcen an 
Stammzellmaterial möglichst viele dopaminerge Neuronen zu gewinnen. Humane neurale 
Vorläuferzellen haben sich in Hinblick auf ihr Proliferationsverhalten und 
Differenzierungspotential sehr gut für die Generierung dopaminerger Neuronen bewährt 
[Storch et al., 2003]. Ihr geringes teratogenes Potential bietet die Voraussetzung für den 
Einsatz als Quelle für eine Zellersatztherapie beim Menschen. Auch nach längeren 
Expansionsphasen zur Gewinnung eines möglichst großen Zellpools sind die hNPCs zur 
Aufrechterhaltung ihres Stammzellcharakters und zur anhaltenden Differenzierung in 
dopaminerge Neuronen fähig [Schuldiner et al., 2001],[Guan et al., 2001]. Bislang zeigten 
sich bei der Kultivierung unter In-vitro-Bedingungen Schwierigkeiten bei der 
ausreichenden Generierung dopaminerger Zellen und der Ausprägung reifer funktioneller 
Eigenschaften. Diese Arbeit soll den Einfluss von Polydopamin (PDA) und anderen 
extrazellulären Matrixproteinen wie Collagen I (Cl) und Collagen II (CIl) auf die In-vitro 
Differenzierung im Vergleich zur Beschichtung mit Poly-L-Ornithin (PLO) und Fibronectin 
(FN) untersuchen. Die Dissertation beschäftigt sich mit der Frage, ob die PDA-Moleküle 
aufgrund ihrer spezifischen Struktur mit Dopaminrezeptoren und -transportern 
interagieren könnten oder über eine gesteigerte Oberflächenhaftung der Zellen einen 
dopaminergen Reiz ausüben.   
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Die Arbeit soll folgende Schwerpunkte behandeln: 
1. Der Einfluss von Polydopamin und Collagen auf die Adhäsion und Morpholgie der 
hNPCs 
In den Zellkulturen, die als Vergleichsstandard gewählt wurden, sorgten PLO und FN als  
adhäsive Zusätze für einen gleichmäßigen flachen Bewuchs der Kulturflasche. Ziel war 
es, die Auswirkungen der Konzentration des PDA und der Collagene auf die Morphologie 
der Zellen sowie deren Adhäsion zu beschreiben und einen möglichen Zusammenhang 
zur dopaminergen Differenzierung und der Lebensfähigkeit der Zellen zu erörtern. 
 
 
2. Die Steigerung der dopaminergen Genese in differenzierenden hNPCs 
Das Ziel der Dissertation ist es, durch die Kombination von verschiedenen extrazellulären 
Matrixproteinen und die entstehenden Rezeptorinteraktionen die Differenzierung der 
hNPCs in dopaminerge Neuronen zu erhöhen. Zum Standardprotokoll, der Verwendung 
von PLO/FN als Beschichtung der Kulturflaschen, wurden Cl, Cll und PDA in 
unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen hinzugegeben. Im Rahmen dieser 
Arbeit sind mögliche Effekte des PDA und der Collagene während der Differenzierung der 
hNPCs auf Transkript- und Proteinebene analysiert worden. Zudem wurde die Anzahl der 
vitalen Zellen in den verschiedenen Kulturansätzen verglichen. 
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3   Material und Methode 
3.1 Chemikalien und Enzyme 
Chemikalien und Standardreagenzien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in der 
höchsten Reinheitsstufe von Sigma, Roth, Merck oder Invitrogen bezogen. Hersteller von 
gebrauchsfertigen Lösungen und Systemen sind in den jeweiligen Kapiteln aufgeführt. 
 
3.2   Zellbiologische Methoden 
3.2.1  Kulturflaschenbeschichtung 
Sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung der hNPCs erfolgte in Kulturflaschen 
(75 cm2) und Wells. Um physiologische Umgebungsbedingungen zu gewährleisten und 
ein adhärentes Wachsen der Zellen zu ermöglichen, wurden die Kulturflaschen mit 
mehreren Komponenten der extrazellulären Matrix beschichtet [Sambrook et al., 
1989][Schmitz, 2007]. Vor dem Beschichten wurden Stammlösungen der jeweiligen EZM-
Komponenten, Poly-L-Ornithin (PLO, 100 µg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
D), Fibronectin (FN, 1 mg/ml, Millipore Corp., Billerica, USA) [Milosevic et al., 2007], 
Collagen I (Cl, rat, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D) und Collagen II (CM, bovine 
nasal septum, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D) und Polydopamin (PDA, 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D) unter steriler Filtration mit Milliporefiltern 
hergestellt (siehe Kap 3.3.2) und in den in der Tabelle 3.2.1 aufgeführten Konzentrationen 
verwendet. 
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Tabelle 3.1: Arbeitskonzentrationen von Lösungen zur Beschichtung von Kulturflaschen 
Ingredienz   Arbeitskonzentration 
 
PLO  15   µg/ml 
FN    4   µg/ml 
PDA      100   µg/ml bzw. 1000 µg/ml 
Cl    2   µg/ml 
Cll    2   µg/ml 
Beschichtungen der Kulturflaschen für die Proliferation 
Für die Langzeitkultivierung der hNPCs erfolgte die erste Beschichtung mit einer 
Polymerschicht aus PLO und FN [Milosevic et al., 2007]. Diese Beschichtung der Kul-
turflaschenoberfläche inkubierte mit 0,01 %iger PLO-Stammlösung in sterilem 1 x PBS 
(Volumina in Tab. 3.2.1) bei 37 °C für mind. 3 Stunden oder über Nacht. Anschließend 
wurde die Kulturflasche dreimal mit 1 x PBS gespült und die zweite Beschichtung mit FN 
(1 mg/ml) in sterilem 1 x PBS aufgetragen. Nach 3-stündigem Inkubieren bei 37 °C 
wurden die Kulturflaschen mit sterilem 1 x PBS erneut dreimal gespült. Die Flaschen 
wurden entweder direkt für die Zellkultivierung genutzt oder mit einem entsprechenden 
PBS-Volumen versehen und bei -20 °C aufbewahrt. 
Stammlösung für Collagen I und Collagen II 
Für die Beschichtung der Kulturflaschen mit den Matrixproteinen Cl und Cll wurden 
Stammlösungen hergestellt. 10 mg Cl und 10 mg Cll wurden jeweils separat in 2 ml 
Eisessigsäure (Carl Roth GmbH, D) bei pH 3 in einem Wärmebad gelöst und anschlie-
ßend mit einem Vortexer (Vortexgenie 2, Scientific Industries) zu einer homogenen 
Lösung gemischt. Je 1 ml dieser Lösung wurde zu 49 ml 1 x PBS gegeben, um eine 
Stammlösung von 100 µg/ml zu erhalten und anschließend mit dem Millipore-System 
steril filtriert. Die Arbeitskonzentration beträgt 2 µg/ml. 
Stammlösung für Polydopamin 
Für die Stammlösung von PDA wurden 157,6 mg TRIS- HCL (Carl Roth GmbH, D) in    
100 ml VE-H20 gelöst und unter Titrieren mit NaOH (Carl Roth GmbH, D) auf den pH 8,5 
eingestellt) [Lee et al., 2007a][Ku et al., 2010a][Ku et al., 2010b]. Anschließend wurden 
zwei Stammlösungen mit 100 µg/ml PDA und 1 mg/ml PDA hergestellt. Die 
Stammlösungen wurden am Tag der Herstellung mit dem Millipore-Sytem steril filtriert 
und für die Beschichtung verwendet. 
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Beschichtung der Kulturflaschen für die Differenzierung 
Für die kurzzeitige Kultivierung bei Differenzierungsversuchen wurden die Flaschen sowie 
die Deckgläschen in 24-Wellplatten entsprechend dem obigen Protokoll zuerst mit PLO 
und FN beschichtet. Anschließend wurden weitere EZM-Komponenten wie Cl, Cll und 
PDA aufgetragen. Die mit PLO/FN beschichteten sowie die unbeschichteten 
Kulturflaschen wurden mit den in Tabelle 1 aufgelisteten Arbeitskonzentrationen der 
Stammlösung Cl, welche 1:50 in 1 x PBS verdünnt wurde, versehen und für 3 Stunden bei 
37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Kulturflaschen 3mal mit 1 x PBS gewaschen und 
das entsprechende Volumen der Stammlösung Cll (1:50 in 1 x PBS verdünnt) 
hinzugegeben. Nach 3 stündiger Inkubation bei 37 °C und anschließendem Waschen mit 
1 x PBS konnte die letzte Beschichtung mit PDA aufgetragen werden. Das entsprechende 
Volumen Stammlösung PDA inkubierte für 3 Stunden bei 37 °C und wurde anschließend 
mehrfach mit       1 x PBS gespült, bis die Spüllösung optisch keine dunklen Rückstände 
der Polydopaminstammlösung mehr aufwies [Ku et al., 2010b],[Ku et al., 
2010a],[Schmitz, 2007],[Storch et al., 2001]. Die Kulturflaschen wurden für die 
Differenzierungsversuche dieser Promotionsarbeit gemäß Tabelle 3.2.1 beschichtet. Die 
Beschichtung der Welldeckgläschen erfolgte nach demselben Protokoll. Die Reihenfolge 
der einzelnen Beschichtungen, welche nacheinander aufgetragen wurden, entspricht der 
Folge der Nennung in Tabelle 2. Anschließend wurden die Kulturflaschen direkt für die 
Zellkultur verwendet. Insgesamt wurden 20 verschiedene Beschichtungen für die 
Differenzierung untersucht. 
 
 
Tabelle 3.2: Kulturflaschenbeschichtungen 
PDA 0                           PDA 100 µg/ml                               PDA 1000 µg/ml 
 
  PLO/FN (Standard)       PLO/FN/PDA 100 µg/ml PLO/FN/PDA 1000 µg/ml 
PLO/FN/CI PLO/FN/CI/PDA 100 µg/ml PLO/FN/CI/PDA 1000 µg/ml 
PLO/FN/CII PLO/FN/CII/PDA 100 µg/ml PLO/FN/CII/PDA 1000 µg/ml 
Cl/Cll CI/CII/PDA 100 µg/ml CI/CII/PDA 1000 µg/ml 
Cl CI/PDA 100 µg/ml CI/PDA 1000 µg/ml 
Cll CII/PDA 100 µg/ml CM/PDA 1000 µg/ml 
PDA 100 µg/ml PDA 1000 µg/ml 
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3.2.2 Verwendete Zelllinien 
In den Versuchen wurden humane Vorläuferzellen aus MesenzephaIon-Gewebe kultiviert. Die 
Präparation und Gewinnung der Zelllinien wurde freundlicherweise von Frau Dr. Sigrid 
Schwarz, Annett Brandt und Ute Römus, AG Schwarz, Leipzig, übernommen und wird in 
Folgendem kurz geschildert. 
 
3.2.3 Zellpräparation aus fötalem Hirngewebe 
Aus dem freipräparierten fötalen Hirngewebe, das von Aborten der 10. bis 12. 
Schwangerschaftswochen stammt, wurden lokal-spezifische Vorläuferzellen des Mesen-
zephalons entnommen. Die Einzelzellen wurden durch Inkubation des Gewebes mit 
Papain/DNase-Lösung (10 mg/ml/DNase I, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D) für 
30 min bei 37 °C gewonnen. Anschließend wurden die Zellen mit 5 ml 1 x PBS 
gewaschen und mit Antipain-Lösung (Antipainhydrochlorid, Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch Auf- und Abpipettieren mit hitze-
polierten Glaspasteurpipetten wurden die zusammenhängenden Zellen mechanisch ge-
trennt. Danach wurden sie zur Proliferation in einer Dichte von 30.000 Zellen/cm2 auf 
PLO/FN-beschichtete Kulturflaschen in das Proliferationsmedium (Tab. 3) ausgesetzt. 
[Storch et al., 2001],[Milosevic et al., 2007],[Milosevic et al., 2006] 
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3.2.4  Zellproliferation 
Die Proliferation von hNPCs erfolgte auf PLO/FN-beschichteten Kulturflaschen, die mit 
dem entsprechenden Volumen des Expansionsmediums (siehe Tabelle 3.2.4) versehen 
waren. Die Zellen wurden in einem Inkubator mit hoher Luftfeuchte bei 37 °C und 
reduziertem Sauerstoff (3 %, physiologische Sauerstoffbedingungen, Hypoxia) kultiviert 
[Milosevic et al., 2007]. Das Expansionsmedium wurde alle 4 Tage ersetzt. Bei normalem 
Wachstum verdoppelten sich die Zellen alle 2-4 Tage und wurden bei vollständiger 
Konfluenz auf zwei neue Kulturflaschen aufgeteilt. Mit dem Passagieren der Zellen erhöht 
sich die Passage der Zelllinie um n+1. Die Dokumentation der Passagezahl ist wichtig, 
um Veränderungen des Zellpools, die durch vererbliche Merkmalsänderungen mit 
steigender Passagezahl auftreten können, zu kontrollieren. Die Zellen wurden so über 
mehrere Passagen kultiviert [Milosevic et al., 2007]. 
Tabelle 3.3: Arbeitskonzentrationen von Ingredienzien im Proliferationsmedium 
 
Ingredienz Konzentration im Medium       vol% im Medium 
 
DMEM (Glukose 4,5 g/l) 48,75 
Ham's F12 48,75 
B27   2 
Gentamycin 10 µg/ml 
Rhu-EGF 20 ng/ml 
Rhu bFGF 20 ng/ml 
Tocopherol   1 µg/ml 
Tocopherol Acetat   1 µg/ml 
3.2.5  Zellpassage 
Waren die Zellen bei Betrachtung unter dem Lichtmikroskop annähernd 100 % konfluent, 
erfolgte die Passage auf eine neue beschichtete Kulturflasche. Nach dem Absaugen des 
Expansionsmediums wurden die Zellen für 15-30 min bei 37 °C in Accutase (PAA 
Laboratories GmbH, Pasching, A) inkubiert (1 ml/25 cm2, 3 ml/75 cm2). Der Grad der 
Ablösung der Zellen von der Kulturflaschenoberfläche wurde unter dem Lichtmikroskop 
kontrolliert. Anschließend wurden die hNPCs mit einem Zellschaber (Dr. Ilona Schubert 
Laborfachhandel, Leipzig, D) gelöst und mit dem zweifachen Kulturvolumen 1 x PBS vom 
der Kulturflaschenoberfläche abgespült. Die Zellsuspension wurde in ein steriles 
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Zentrifugenröhrchen pipettiert und für 5 min bei 1500 U/min und Raumtemperatur 
pelletiert. Nach Abnehmen des Überstands wurde das Pellet in 1 ml 37 °C warmem 
Expansionsmedium resuspendiert. Nach Zellzählung und Vitalitätsbestimmung            
(Kap. 3.3.10) wurden die hNPCs in einer Dichte von 20000 Zellen/cm2 auf eine PLO/FN-
beschichtete Kulturflasche in das Expansionsmedium ausgesetzt. 
 
3.2.6 Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Kammer (Brand GmbH + Co. KG, 
Wertheim, D) verwendet. Von der Zellsuspension aus Zellpellet und 1 ml Expansionsme-
dium (Kap 3.3.7) wurden 10 µl abgenommen und mit einer entsprechenden Menge an 
Trypanblau-Lösung (0,4 %, Gibco, Invitrogen Corp., Carlsbad, USA) versehen. Der Ver-
dünnungsfaktor betrug zwischen 10 und 40 und wurde entsprechend der zu erwartenden 
Zellzahl gewählt, um etwa 100 Zellen pro Großquadrat auszuzählen. Nach Zugabe von 
10 µl der gefärbten Zellsuspension in die Neubauer-Kammer erfolgte die lichtmikrosko-
pische Auszählung lebender (durchscheinender Zellen) und toter (mit Trypanblau gefärbt) 
Zellen in allen vier Großquadraten. Dabei wurde darauf geachtet, Zellen auf Begren-
zungslinien nicht doppelt zu zählen. Der errechnete Mittelwert ergab unter Berücksich-
tigung des Verdünnungsfaktors die absolute Lebend- bzw. Totzellzahl der Zellsuspension 
pro ml. Die Vitalität der Zellen in Prozent ergab sich aus dem Verhältnis der Lebend-
zellzahl im Verhältnis zur Gesamtzellzahl. 
 
3.2.7 Zelldifferenzierung 
Die Differenzierung der hNPCs wurde durch das Entfernen der Wachstumsfaktoren 
eingeleitet. Das Differenzierungsmedium beinhaltete neben dem neurobasalen Medium 
zusätzlich Forskolin zur Induktion des dopaminergen Phänotyps [Storch et al., 2003], den 
Serumersatz B27 und L-Glutamin (alle außer B27 von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München, D), zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) in seiner zellpermeablen Form 
Dibutyryl-cAMP (db-cAMP, 100 µM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D) in 
Kombination Fusarinsäure und Gentamycin [Riaz et al., 2004a].  
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5 Mio. Zellen pro 75 cm2 wurden auf die für die Differenzierung beschichteten Flaschen 
ausgesetzt und proliferierten im Expansionsmedium für 24 Stunden. Anschließend wurde 
das gesamte Expansionsmedium abpipettiert und in sterile Zentrifugenröhrchen überführt. 
Diese wurden für 5 min bei 1500 U/min und bei Raumtemperatur zentrifugiert und der 
Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 1 ml Differenzierungsmedium gelöst und in 
die entsprechend beschichtete Flasche zurückgegeben. Zu den Flaschen wurde ein 
definiertes Volumen Differenzierungsmedium (siehe Tabelle 3.2.7) hinzugegeben. Die 
Zellen wurden eine Woche in Differenzierungsmedium kultiviert, anschließend fotografiert 
und geerntet. 
 
 
Tabelle 3.4: Arbeitskonzentrationen von Ingredienzien im Expansionsmedium 
Ingredienz                               Konzentration im Medium                      vol% im Medium  
 
Neurobasal Medium                                                                               96,88   
B27                   2  
L-Alanyl-L-Glutamin       2 mM (1x)  
Fusarinsäure     100 µM  
Forskolin      10 µM  
Dibutiryl c-AMP   100 µM  
Gentamycin      10 µg/ml 
 
 
Steril filtriert ist das Medium bis zu 6 Monate haltbar. 
 
3.2.8  Kryokonservierung 
Die Ablösung der Zellen zur Kryokonservierung erfolgte durch Accutase (Kap 3.3.3). Das 
durch Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde in 900 µl Expansionsmedium (4 °C) 
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein Kryoröhrchen überführt, in welchem 100 µl 
Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D) vorlagen. Sofort 
nach Vermischung der beiden Lösungen wurde das schrittweise (1 °C/min) Gefrieren in 
einer mit Isopropanol gefüllten Kryobox (Naigene Cryoware, Thermo Fisher Scientific, 
Roskilde, DK) bei -80 °C initiiert. Nach dem Erreichen dieser Temperatur wurden die 
Proben in flüssigen Stickstoff überführt [Milosevic et al., 2005]. 
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3.3     Methoden der Molekularbiologie 
3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 
Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde zuerst das Differenzierungsmedium mit den darin 
befindlichen Zellen abpipettiert und in einem separaten sterilen Zentrifugenröhrchen bei 
Raumtemperatur für 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde mit 
500 µl Differenzierungsmedium resuspendiert und in ein 1,5 ml Gefäß transferiert. Die 
anhaftenden Zellen wurden mit Accutase von der Kulturflaschenoberfläche abgelöst und 
nach dem Zentrifugieren als Zellpellet ebenfalls mit 500 µl Differenzierungsmedium 
gelöst. Entsprechend der Beschichtung wurden beide Volumina in dasselbe Eppendorf-   
gefäß überführt, für 2 min bei 10000 U/min zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 
Um den Abbau der RNA zu verhindern, wurden die Zellen in den zuvor beschrifteten 
Eppendorfgefäß bei -80 °C aufbewahrt. Die Gewinnung der RNA aus den Proben erfolgte 
mit dem RNeasy®Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D) nach Angaben des Herstellers 
(Protokoll 1). Die Elution der isolierten RNA von der Membran erfolgte mit 30 µl RNase-
freiem Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandelten Wasser. 
3.3.2 Reverse Transkription 
Das Umschreiben der isolierten Gesamt-RNA in komplementäre DNA (cDNA) erfolgte mit 
dem Invitrogen Superscript II® RNase H, Reverse Transkriptase Kits (Invitrogen Corp., 
Carlsbad, USA). In speziellen PCR-Gefäßen wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert: 
22 µl  Gesamt-RNA-Probe 
  2 µl  Oligo DT/ QT-Primer (100 µM) 
  2 µl  dNTP MIX 
Der Reaktionsansatz von 26 µl Probe wurde bei 65 °C für 5 min inkubiert. Zu den Proben 
wurden 8 µl 5 x Erststrangpuffer (20 mM KCl; 1,6 mM MgCl2; 4 mM Dithiothreitol (DTT); 
20 mM Tris-HCI; pH 8,3) und 4 µl DTT (0,1 M) zugegeben und zentrifugiert. Das Gemisch 
inkubierte für 2 min bei 42 °C. Nach Zugabe von 2 µl Superscript Reverse Transkriptase 
(200 U) wurden die gemischten Proben für 50 min bei 42 °C inkubiert. Der letzte Schritt 
der Transkription der Proben verlief bei 70 °C für 15 min. Nach beendeter Reaktion 
wurden die cDNA-Proben sofort auf Eis gelagert. 
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3.3.3 Bestimmung der RNA- und der cDNA-Konzentration 
Die Bestimmung des RNA- und cDNA-Gehalts erfolgte mit Hilfe eines NanoDrop 1000. 
Jeweils 1 µl RNA/ cDNA wurde für die photometrische Messung verwendet. Als Referenz 
wurde Wasser verwendet, die Messung erfolgte bei 260 nm und 280 nm. Mit dem 
Quotienten OD 260 nm / OD 280 nm konnten Informationen über die Reinheit der cDNA-
Synthese erfasst werden. Hinreichend reine RNA/cDNA lag vor, wenn das Ergebnis einen 
Wert zwischen 1,4 und 1,8 aufwies. 
 
3.3.4 Bestimmung von Transkriptmengen mittels ‚quantitativer 
real-time PCR' 
Die qPCR dient zur Quantifizierung der RNA-Menge in den Proben. Alle Transkripte 
wurden mittels "quantitativer real-time" PCR und SYBR-Green Detektion gemessen. Für 
den Reaktionsansatz wurde Folgendes pipettiert: 
 
  24 µl cDNA (200 µg/ml) 
  44 µl H20 
100 µl  SYBR-Green  
    8 µl ROX (1:10) 
Es wurden je 11 µl des Reaktionsansatzes auf die Reaktionsgefäße vorgelegt. Weiterhin 
wurden jeweils 80 µl der forward- und reverse-Primer gemischt und davon 1,5 µl direkt in 
die Kapillaren pipettiert. Die Primer für die Polymerasekettenreaktion wurden von Frau 
Anette Brandt, AG Schwarz, Leipzig zur Verfügung gestellt. Die Primer-Generierung 
erfolgte mit Hilfe der Software Primer 3 0.3.0 http://frodo.wi.mit.edu/. Die real-time PCR 
fand bei folgendem Programm statt. 
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RT-Reaktion 50 °C für 2 min 
Initiale Denaturierung 95 °C für 2 min 
Denaturierung 95 °C für 15 s 
Annealing 60 °C für 30 s 50 Zyklen 
 
Die Messung der entsprechenden DNA-Mengen wird durch SYBR-Green ermöglicht, 
welches sich in der doppelsträngigen DNA anlagert. Dadurch verstärkt sich die Fluores-
zenzintensität, welche bei 512 nm messbar ist. Zur Bestätigung wurde im Anschluss an 
die qPCR die Schmelzkurve der PCR-Produkte analysiert. Mit Hilfe der Light-Cycler-
Software wurden die Schnittpunkte der Fluoreszenzkurven ermittelt, welche sich loga-
rithmisch in Abhängigkeit der durchgeführten PCR-Zyklen verhalten. Der Schnittpunkt 
einer horizontalen Gerade mit den Fluoreszenzkurven liefert die Zyklenzahl (CT), welche 
direkt proportional zur ursprünglichen Tamplatemenge ist. Diese Zyklenzahl bildet die 
Grundlage für den relativen Vergleich von RNA-Mengen in den verschiedenen Proben. 
Alle cDNA-Proben wurden in Duplikaten ausgewertet, die ermittelten Daten wurden 
mittels der 2
-ΔΔct Transformation verifiziert [Livak and Schmittgen, 2001]. Vor Berechnung 
des Unterschieds der relativen RNA-Menge wurden die Zyklenzahlen auf die Ribosomal 
Protein L22 (RPL22)-mRNA-Menge normiert. Dieses Protein wird von den hNPCs 
konstant exprimiert (nicht veröffentlichte Daten Arbeitsgruppe Schwarz, Leipzig). Durch 
das Bilden der Differenz der CT-Werte des Normierungsgens zur Zyklenzahl des zu 
untersuchenden Gens ergaben sich die ΔCT-Werte. Unter der Annahme, dass sich die 
gesamte DNA innerhalb eines Zyklus verdoppelt, gibt die Zyklendifferenz ΔΔCT von zwei 
zu vergleichenden Ansätzen den relativen Unterschied zur ursprünglichen RNA-Menge 
wie folgt an: 
Δm =  2ΔΔ
ct
 
3.3.5  Auswertung der qPCR-Daten 
Die qPCR-Daten wurden auf der Basis der ACT-Werte statistisch miteinander verglichen. 
Sie wurden als Mittelwerte ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Statistische Unterschiede 
wurden mit dem t-Test nach Student (zweiseitig, ungepaart) unter Verwendung von 
Microsoft Excel berechnet. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant bewertet              
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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3.4    Methoden der Proteinbiochemie 
3.4.1  Isolierung von Gesamt-Proteinen 
Die Zellenkulturen auf den verschiedenen Beschichtungen wurden zuerst mit Accutase 
gelöst und anschließend zentrifugiert. Die Eppendorfgefäße wurden auf Eis gelagert. Zu 
dem entstandenen Zellpellet wurde auf eine Zahl von 1-5 Mio Zellen 150 µl NP40-
Lysepuffer und 20 µl/ml Complete Proteinase Inhibitor (50x, Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D) gegeben. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mittels 1 ml Kanülen 
wurden die Zellen zusätzlich mechanisch homogenisiert. Durch Zentrifugation bei 4 °C mit 
10000 U/min für 5 min erfolgte die Extraktion der Proteine. Der Überstand wurde in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt, nachdem 2 µl des Überstands für die 
Proteinbestimmung mittels Bradford-Methode abgenommen wurden.  
150 µl der Proteinextrakte wurden anschließend mit 50 µl Laemmli-Puffer(3x) versetzt und 
5 min aufgekocht. Dieser Mix enthielt neben SDS unter anderem ß-Mercaptoethanol, das 
eine zusätzliche Aufspaltung der Disulfidbrücken zwischen Cysteinresten bewirkt und 
damit eine vollständige Denaturierung der Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine 
ermöglicht. Nach 5-minütigem Aufkochen bei 95 °C erfolgte erneut eine Zentrifugation 
(13000 U/min, 4 °C, kurzes Herunterzentrifugieren mittels Handzentrifuge) und Ladung in 
die Geltaschen. Die Proben ließen sich danach bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahren. 
Für den Zelllysepuffer NP-40 wurde verwendet:  
 
 10   mM Tris     (pH 8,0)  
   1   mM EDTA  (pH 8,0)  
400  mM Na Cl  
  50  ml Wasser 
3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford 
[Towbin et al., 1992]. Je 1 ml des Bradfordreagenz (BioRad Laboratories, Inc. Hercules, 
USA) wurden 1:5 mit Wasser und mit 2 µl der Probe versetzt. Nach 10 minütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Konzentration der Probe photometrisch bei 
595 nm bestimmt. Alle zu vergleichenden Proben wurden auf die gleiche Proteinmenge 
eingestellt. Maximal wurden 36 µl der jeweiligen Probe pro Geltasche befüllt. 
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3.4.3  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zum Nachweis der Proteine wurde eine Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-PAGE nach der 
Laemmli-Methode durchgeführt [Laemmli, 1970]. Hierzu wurden für Proteine bis zu einer 
Größe von 80 kDa 12%ige Acrylamidgele (siehe Tabelle 3.4.3) verwendet. Die 
Komponenten wurden der Reihenfolge nach gemischt, wobei TEMED und APS zuletzt 
rasch hinzugegeben wurden. 6 ml des Trenngels wurden in die vorbereitete Gießkammer 
gefüllt und mit 350 µl Isopropanol überschichtet. Nachdem das Trenngel bei Raum-
temperatur für 20 min polymerisierte und das Isopropanol abgegossen war, konnten 3 ml 
des Sammelgels darüber geschichtet werden. Das Sammelgel mit dem Kamm für die 
Proteinkammern polymerisierte für 30 min bei Raumtemperatur. Die Auftrennung der 
Proben erfolgte für 120 min bei 100 V in 1 x Laufpuffer. Als Proteinstandard wurden 9 µl 
PageRuler™Prestained Protein Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) in der ersten 
Kammer und 5 µl Magic Marker ™(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) in der letzten 
Kammer mitgeführt. 
Tabelle 3.5: Trenngel und Sammelgel 
 
10ml Trenngel (pH 8,8)                  10ml Sammelgel (pH 6,8) 
 
   Aqua dest        3,3 ml   Aqua dest        
2,1ml    30% Acrylamid -MIX       4,0 ml  30% Acrylamid -MIX          0,5  ml	  
1,5 M TRIS (pH 8,8) 2,5  ml 1,5 M TRIS (pH 6,8)   0,385  ml 
10% SDS  0,1  ml 10% SDS       0,03  ml 
10% APS  0,1  ml 10% APS        0,03 ml 
   TEMED   0,004  ml TEMED       0,003 ml 
 
 
Laufpuffer (5x) 
   
Tris 25   mM 15,1 g   
Glycin 192 mM   72  g   
SDS 1%     5  g   
Aqua dest.     
  
     1 l 
 
 
pH 8,8 Lagerung bei Raumtemperatur. 
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Laemmli-Puffer (4 x, pH 6,8) 
 
Tris-HCL      125   mM 
SDS                    4%   [m/V] 
Glycerol                   20%  [m/V] 
Bromphenolblau  0,04%  [m/V] 
Dithiothreitol       200  mM 
 
Lagerung bei -20 °C. 
3.4.4  Western-Blot-Analyse 
Die Western-Blot-Analyse erfolgte nach Towbin et al. [Towbin et al., 1992]. Diese 
Methode ermöglicht den Nachweis eines spezifischen Proteins in einem Proteingemisch. 
Die Proteine wurden zunächst der Größe nach in dem Acrylgel aufgetrennt. Zur Detektion 
der jeweiligen Zielproteine wurde ein System, bestehend aus SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese mit anschließendem Western Blot, angewandt. SDS ist ein negativ 
geladenes Lösungsmittel und umschließt Proteine, sodass es zur Ausbildung von Mizellen 
mit negativ geladener Oberfläche kommt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte vor allem 
durch den Molekularsiebeffekt des Trägergels. Hier wurden ausschließlich 10 % 
Polyacrylamidgele verwendet. Als Größenstandards und zur Kontrolle des Blot-Vorgangs 
wurden jeweils zwei Größenmarker eingesetzt. Beim Vorgang des „Blotting" wurden die 
im Gel aufgetrennten Proteine durch elektrische Kräfte auf eine benachbarte Membran 
übertragen. Der Transfer der in der SDS-PAGE getrennten Proteinproben wurde mit Hilfe 
des Transferpuffers im Semidry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran durchgeführt 
(Hybond ECL, Amersham, UK) [Bjerrum, 1986]. Hierzu wurden Zellstoffplatten (Whatman-
Papier) in Transferbuffer getränkt und je 4 über bzw. unter das Acrylgel und die 
Nitrozellulosemembran gelegt und in eine Blottkammer eingespannt. Die Transferdauer 
betrug 120 min bei 65 mA. Die erfolgreiche Übertragung der Proteine wurde mit Ponceau-
S-Färbung geprüft. 
Nach dem Blotten wurden durch Blockierlösung alle unspezifischen Bindungsstellen auf 
der Membran besetzt, indem die Membran für 2 h bei RT in der Blockierlösung inkubierte. 
Anschließend inkubierten die Membranen bei 4 °C über 12 Stunden in Blockierlösung, 
welche mit verdünnten Primärantikörpern (PAK, siehe Tabelle 3.4.4) und Natriumazid 4 %  
(20 ml Milch + 20  PAK (1:1000) + 100 µl Natriumazid) versetzt war. Es erfolgten drei 10-
minütige Waschschritte mit Blockierlösung. 4 µl des Sekundärantikörpers (SAK, 1:5000, 
siehe Tabelle 3.4.4) wurden frisch in 20 ml Blockierlösung verdünnt und die Membran 
darin für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem 3-maligen Waschen in 
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Blockierlösung wurde die Membran kurz in 1 x PBS gespült und in Super-Signal-
Dura/Femto Substrat (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) inkubiert. Die 
optische Detektion der Chemilumineszenz erfolgte unter Verwendung einer LAS-100plus 
CCD-Kamera. Die Proteinbanden auf der Membran entwickelten unter dem Einfluss der 
„horse-raddish-peroxidase" eine Lichtemission, die im letzten Schritt mit einer Kamera 
aufgenommen wurde. Zur densitometrischen Signalanalyse wurde die AIDA Two-
Dimensional Densitometry Software (Raytest Isotopenmeb, Straubenhardt, D) verwendet. 
Um eine Normierung der Signalstärken zu erreichen, wurde anschließend ß-Actin auf der 
Membran nachgewiesen. Durch eine 10-minütige Inkubation bei RT in Stripping-Puffer 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA; Tab. 16) wurden die zuvor gebundenen 
Antikörper von der Membran gelöst. Die Membran wurde kurz in 1 x PBS gespült und      
ß-Actin durch die oben genannten Schritte nachgewiesen. Für die statistische Auswertung 
wurden die auf ß-Actin normierten Bandenintensitätswerte jeweils ins Verhältnis von 
experimenteller Beschichtungen zur Standardbeschichtung PLO/FN gesetzt. 
Western-Blot-Transferpuffer (1x), pH 9,2 
(Semi-dry-transfer Buffer 5x 200 ml ) 
 
Für 1 I Semi-dry-transfer Buffer 5x     
  
Tris-Base            25 mM      15,1 g 
Glycin     192 mM        72 g 
Aqua des.     1 I 
Methanol 200 ml 
Aqua dest. 600 ml 
 
Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. 
 
Ponceau S-Färbelösung (1x)  
Ponceau S 2 % [m/V]  
Essigsäure 1 % [m/V]  
 
in Aqua dest. gelöst. 
 
Die Aufbewahrung erfolgte bei Raumtemperatur. 
Blocklösung 
Milchpulver 50 g 
PBS 1x  1l 
Nach Auflösen 1 ml Tween 20 hinzufügen 
Lagerung bei 4 °C. 
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Tabelle 3.6:   Primärantikörper und Sekundärantikörper für die Western-Blot-Analyse 
 
Primärantikörper Verdünnung    Hersteller 
 
α -Actin (Maus, monoklonal)   
α -TH (Kaninchen, polyklonal)  
α -TUJ1 (Maus, monoklonal)  
α -GFAP (Maus,monoklonal)  
α -PCNA (Maus, monoklonal)  
α -BCL2 (Maus,monoklonal) 
Sekundärantikörper 
Goat-anti-rabbit IgG (H+L) peroxidase-conjugated, 
Goat-anti-mouse IgG (H+L) peroxidase-conjugated, 
 
1:2.000 MB Biomedicals, USA 
1:500 Santa Cruz Inc., USA 
1:500 Covance, USA  
1:1.000 Chemicon, USA  
1:1.000 Santa Cruz Inc., USA 
1:100 Santa Cruz Inc., USA 
31460, (PIERCE, USA)  
31430, (PIERCE, USA)  
Stripping-Puffer (lx), pH 6,7-7,0 
Tris-aminomethan 
SDS 
2-Mercaptoethanol 
Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C 
62,5 mM 
2 % [m/V] 
143 mM in Aqua dest. gelöst. 
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3.5     Immunologische Methoden 
3.5.1  Immunozytochemie 
Für die immunozytochemischen (ICC) Analysen wurden die Zellen in den zuvor 
unterschiedlich beschichteten 24-Wellplatten (3.3.8) genutzt. Nach einwöchiger 
Kultivierung wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und mit vorgewärmten 4 % 
Paraformaldehyd (PFA) in 1 x PBS für 10 min fixiert. Nach 3-maligem Waschen mit 1 x 
PBS erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mittels MST-Lösung. Die 
Zellen wurden darin für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen für 12 h bei 4 °C mit in MST verdünnten Primär-Antikörpern (siehe Tabelle 3.5.1) 
versetzt. Nach 3-maligem Waschen mit MST erfolgte in einem abgedunkelten Raum die 
Zugabe der fluorophorkonjugierten SAKs (siehe Tabelle 3.5.1), welche 1:500 in MST 
verdünnt waren. Nach 1-stündiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit 
1 x PBS versetzt, mit 2 µl/ml des DNA-bindenden Farbstoffs 4-6-Diamino-2-Phenylindole 
(DAPI, Invitrogen Corp., Carlsbad, USA) gewaschen und 10 min bei RT inkubiert. 
Abschließend erfolgten 2 Waschschritte mit PBT. Die gefärbten Deckgläschen wurden mit 
Hilfe einer Pinzette aus den Wells entnommen und in je einem Tropfen 
Einbettungsmedium mit Fluoreszenzverstärker (Labor Dr. Merk & Kollegen, 
Ochsenhausen, D) auf einen Objektträger eingebettet. Durch Umrandung der 
Deckgläschen mit farblosem Lack wurden sie vor dem Austrocknen geschützt und dunkel 
gelagert. 
Die Zellen wurden mit fluoreszierenden Markern gefärbt und unter dem Mikroskop foto-
grafiert. Grüne Fluoreszenz detektiert den neuronalen Marker TUJ1 und den spätneu-
ronalen Marker MAP. Aufgrund derselben Fluorensenzfarbe der beiden Marker wurden 
die Färbungen in separaten Wells durchgeführt. Die rote Fluoreszenz zeigt TH-positive 
Zellen an. Blau sind alle Zellkerne mit DAPI gefärbt. Die Zellen der einzelnen Marker 
wurden gezählt und im Vergleich zu den mit DAPI gefärbten Zellkernen gesetzt. Die 
Auswertung der exprimierten Marker erfolgte, indem die Standardkontrolle auf 100 % 
gesetzt wurde. Proteinexpressionen auf anderen Beschichtungen wurden ins Verhältnis 
zur Kontrollbeschichtung mit PLO/FN gesetzt. Die optische Kontrolle der spezifischen AK-
Kopplungen erfolgte durch Fluoreszenzanregung entweder mit einer CCD-Kamera, die an 
AxioVision 4 Software (Carl Zeiss AG, Jena, D) gekoppelt war oder mit einem konfokalen 
Laser-Scanning Mikroskop (Fluoview-300/BX-50, Olympus, Tokyo, Japan bzw. Zeiss 
LSM 510 Meta, Carl Zeiss AG, Jena, D). 
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Herstellung der Lösung MST (pH 8,4) für die ICC Analyse: 
 
FBS                    10 % , 
Triton-X100 0,2 %, 
DMEM Für PBT wird PBS 1x mit TWEEN-20 0,1 %ig versetzt. 
 
 
 
Tabelle 3.7:   Primärantikörper und Sekundärantikörper für die ICC 
 
Primärantikörper Verdünnung Hersteller 
α -TH (Kaninchen, polyklonal) 1:500 Santa Cruz Inc., USA 
α -TUJ1 (Maus, monoklonal) 1:500 Covance, USA 
α --MAP2 (Maus, monoklonal) 1:300 Sigma-Aldrich, USA 
Sekundärantikörper 
α -Maus IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (Esel) 1:500 Molecular Probes, USA 
α -Kaninchen IgG (H+L) Alexa 594 (Esel) 1:500 Molecular Probes, USA 
α -Ratte IgG (H+L) AlexaFluor 594 (Esel) 1:500 Molecular Probes, USA
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4  Ergebnisse 
In der Behandlung des Morbus Parkinson bietet die Zellersatztherapie einen anderen 
Ansatz als die bisherige medikamentöse Standardtherapie. Die dafür eingesetzten dopa-
minergen Neuronen könnten in vitro aus hNPCs für ihren Einsatz in der Zellersatztherapie 
differenziert werden. Im Vergleich zu totipotenten Stammzellen besitzen hNPCs nur ge-
ringes teratogenes Potential [Strecker and Schwarz, 2008]. Um einen möglichst großen 
Effekt nach der Transplantation zu erzielen, ist ein hoher Anteil dopaminerger Neuronen 
im Transplantat erforderlich. Das erste Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der 
Matrixproteine Polydopamin (PDA) und Collagen l/ll (Cl/Cll) als Beschichtung auf die 
Differenzierung der hNPCs zu untersuchen. Hierbei wurden unterschiedliche Konzentra-
tionen an PDA verwendet. PDA wurde in weiteren Kombinationen mit Cl und Cll sowie der 
Standardbeschichtung mit PLO/FN verwendet. Ebenso wurden die Effekte von Cl und Cll 
sowohl einzeln als auch in Kombination untersucht. Im Mittelunkt der Analyse stand der 
Einfluss der EZM auf die Adhäsion der Zellen am Kulturflaschenboden sowie auf deren 
Morphologie. Diese Arbeit untersucht, welchen Einfluss ein adhärentes Wachstum der 
Zellen im Vergleich zu frei in der Suspension schwimmenden Zellclustern, sogenannte 
Spheres, von hNPCs in Bezug auf Zellvitalität und Zelldifferenzierung hatte. 
Des Weiteren wurde die Auswirkung der Beschichtungen auf die dopaminerge Genese 
der hNPCs untersucht. Auf Transkript- (qPCR) und Proteinebene (ICC, Western-Blot) 
wurde die Expression von verschiedenen Profliferations- und Differenzierungsmarkern 
(GFAP, PCNA, Nestin, TH, TUBB3) analysiert. 
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4.1  Unterschiede der Zellmorphologie während der 
Differenzierung 
Nach der Proliferation für 24 Stunden auf den beschichteten Kulturflaschen zeigten alle 
Zellkulturen unter lichtmikrospkopischer Kontrolle ein gleichmäßiges Anwachsen auf der 
Kulturflaschenoberfläche. Nach 24 Stunden erfolgte der Wechsel zum 
Differenzierungsmedium, in welchem die hNPCs für 7 weitere Tage differenzierten. Am 
Ende der Differenzierungsphase wurden die Zellen erneut mikroskopiert und fotografiert. 
Die Versuchsansätze ergaben Unterschiede in der Adhäsion der Zellen am 
Kulturflaschenboden und in der Morphologie. Im Vergleich zur Standardbeschichtung mit 
PLO/FN (siehe Abb. 4.1 A), bildeten die hNPCs auf der Beschichtung PLO/FN und        
100 µg /ml PDA mehrere 100 Zellen große, frei im Medium schwimmende Spheres (siehe 
Abb. 4.1 B). Im Vergleich zum Standard wuchsen wenige Zellen am Kulturflaschenboden 
an. Die Spheres bildeten keine erkennbaren Zellausläufer. Bei der Beschichtung mit 
10fach erhöhter PDA Konzentration (1 mg/ml) in Kombination mit PLO/FN (siehe Abb. 4.1 
C) bildeten sich an dem Kulturboden haftende Cluster, also zusammenhängende 
Zellverbände, im Ausmaß von bis zu 100 Zellen, die durch lange Zellausläufer 
untereinander verbunden waren. Auf dem Kulturflaschenboden findet man optisch 
sichtbare dunkle Ablagerungen, welche in Folge der Beschichtung mit PDA entstanden 
sind. 
Auf der Beschichtung mit PLO/FN und Cl (siehe Abb. 4.1 D) wuchsen die Zellen in 
ähnlicher Dichte und Regelmäßigkeit im Vergleich zur Standardbeschichtung mit PLO/FN. 
Die Zellen hatten lange, verzweigte Zellfortsätze ausgebildet. Unter Bedingungen mit 
PLO/FN, Cl und 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 E) zeigten die hNPCs eine 
Clusterbildung. Die einzelnen Cluster waren untereinander durch wenige, jedoch 
verzweigte Zellfortsätze verbunden und hafteten an der Kulturflaschenoberfläche. Erfolgte 
die Beschichtung mit 1 mg/ml PDA, PLO/FN und Cl, (siehe Abb. 4.1 F) bildeten die 
hNPCs Cluster von mehreren hundert Zellen, deren Fortsätze perlschnurartig mit anderen 
Zellen in Verbindung standen. Es zeigten sich deutlich weniger Zellfortsätze und weniger 
Verzweigungen als bei der Vergleichsgruppe auf der Standardbeschichtung mit PLO/FN 
(siehe Abb. 4.1 A). 
Ein gleichmäßiges adhärentes Wachstum zeigten die hNPCs auf einer Beschichtung mit 
PLO/ FN und Cll (siehe Abb. 4.1 G). Sie erschienen vergleichsweise dichter als auf 
PLO/FN und bildeten viele Zellfortsätze. Unter Zugabe von 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 
H) zu der Beschichtung mit PLO/FN und Cll bildeten sich Cluster von mehreren 100 
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Zellen, welche über wenige Zellfortsätze perlschnurartig verbunden waren. Die Zellen 
hafteten gut am Kulturflaschenboden. Wurde die Konzentration an PDA auf 1 mg/ml in 
der Beschichtung erhöht (siehe Abb. 4.1 I), zeigte sich ein unregelmäßiges Bild aus 
Clustern von bis zu 50 Zellen, die von kleineren Zellverbänden umgeben waren. 
Im Gegensatz zur Standardbeschichtung mit PLO/FN zeigten die Zellen auf einer Be-
schichtung mit Cl (siehe Abb. 4.1 J) kein gleichmäßiges, an der Kulturflaschenoberfläche 
adhärentes Wachstum. Die hNPCs bildeten Cluster unterschiedlicher Größe, die leicht 
durch z.B. Erschütterung vom Kulturflaschenboden ablösbar waren. Verbunden waren die 
Cluster durch vergleichsweise wenige, kaum verzweigte Zellfortsätze. Die Kombination 
von Cl und 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 K) führte zur Bildung Sphere-ähnlicher 
Zellverbände, die statt der kugeligen Form walzenförmige Strukturen bildeten, die keine 
Haftung am Kulturflaschenoberfläche aufwiesen. Die Steigerung der PDA-Konzentration 
auf 1 mg/ml in der Beschichtung mit Cl (siehe Abb. 4.1 L) ergab eine bessere Haftung der 
Zellen an der Kulturflaschenoberfläche. Die Zellen wuchsen großflächig in Clustern von 
mehreren hundert Zellen, welche durch kurze Zellfortsätze in Verbindung standen. 
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Abbildung 4.1: Beschichtungen Polydopamin und Collagen I und Collagen II 
Lichtmikroskopische Aufnahmen der hNPCs am 7. Tag der Differenzierung auf folgenden Beschichtungen 
(Zelllinie 4, 03.03.11, Markierung entspricht 30 µm). Deutlich wird der Zusammenhang zwischen der 
Bildung von Spheres auf Beschichtungen mit 100 µg/ml PDA : 
A Standard PLO/FN; B PLO/FN, 100 µg/ml PDA; C PLO/FN, 1 mg/ml PDA; D PLO/FN, Cl;              
E PLO/FN, Cl, 100 µg/ml PDA; F PLO/FN, 1 mg/ml PDA; G PLO/FN, Cll; H PLO/FN,  Cll,            
100 µg/ml PDA; I PLO/FN, Cll, 1 mg/ml PDA; J Cl; K Cl, 100 µg/ml PDA; L Cl, 1 mg/ml PDA 
M Cl; N Cl, 100 µg/ml PDA; O Cl, 1 mg/ml PDA; P Cl, Cll; Q Cl, Cll, 100 µg/ml PDA; R Cl, Cll, 
100 µg/ml PDA; 100 µg 100 µg/ml PDA; 1mg 1 mg/ml PDA 
 
100 µg PDA  1mg PDA  
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Die Zellen auf der Beschichtung mit Cll (siehe Abb. 4.1 M) zeigten ein geringes Haf-
tungsvermögen an der Kulturflaschenoberfläche. Es bildeten sich vereinzelt kleinere 
Cluster. Große Teile der Kulturflaschenoberfläche waren kaum bewachsen. Zellfortsätze 
waren verglichen mit der Standardbeschichtung PLO/FN (siehe Abb. 4.1 A) kurz und 
wenig verzweigt. Auch in Kombination mit 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 N) zeigten sich 
nur vereinzelt haftende hNPCs, die perlschnurartig Zell-Zellkontakte aufwiesen. Die nicht 
adhärenten Zellen bildeten Spheres. Die Beschichtung von Cll und 1 mg/ml PDA (siehe 
Abb. 4.1 O) zeigte eine gute Haftung der Zellen an der Kulturflaschenoberfläche, sie 
bildeten Cluster von mehreren 100 Zellen, welche untereinander über vergleichsweise 
viele Zellfortsätze in Verbindung standen. 
Die Kombination von Cl und Cll (siehe Abb. 4.1 P) zeigte eine gute Haftung der Zellen an 
der Kulturflaschenoberfläche, im Vergleich zur Standardbeschichtung jedoch ein weniger 
gleichmäßiges Wachstum. Die hNPCs bildeten flächenhafte Cluster von mehreren 
hundert Zellen, welche über relativ kurze Zellfortsätze in Verbindung standen. Zu großen 
freischwimmenden Spheres verbanden sich die Zellen bei der Beschichtung mit Cl, Cll 
und 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 Q). Es ergab sich ein vergleichbares Bild zu der 
Beschichtung mit Cl und 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 K). Die Beschichtung mit 
Collagen l/ll und 1 mg/ml PDA (siehe Abb. 4.1 R) zeigte ein Wachstum der Zellen in 
großen untereinander verbundenen Clustern. 
Um den Effekt von Polydopamin klarer zu differenzieren, wurden auch Kulturflaschen 
allein mit PDA beschichtet. Bei der Konzentration von 100 µg/ml PDA (siehe Abb. 4.1) 
bildeten die Zellen Spheres, welche im Vergleich zur Beschichtung mit Cl/Cll und          
100 µg/ml PDA kleiner waren. Vereinzelt fanden sich auf der Kulturflaschenoberfläche 
adhärent wachsende Zellen. Wurde 1 mg/ml PDA in der Beschichtung verwendet (siehe 
Abb. 4.1 1mg), ergab dies ein gutes adhärentes Wachstum auf der 
Kulturflaschenoberfläche. Die hNPCs wuchsen in unregelmäßig großen Clustern. 
100 µg/ml PDA zeigte in allen Beschichtungskombinationen eine Verminderung der Ad-
häsion der hNPCs auf der Kulturflaschenoberfläche. Die Zellen bildeten frei im Medium 
schwimmende Zellverbände. Eine Erhöhung der PDA-Konzentration führte zu einer stär-
keren Adhäsion der Zellen an die Kulturflaschenoberfläche, auf welcher die Beschichtung 
mikroskopisch durch dunkle Rückstände zu sehen war. Die Zellen bildeten Cluster, in 
denen die Anzahl der Zellen unterschiedlich groß war. Der Bewuchs des Kulturflaschen-
bodens war im Vergleich zur Beschichtung mit PLO/FN unregelmäßig. Auch auf einer 
Beschichtung mit Cl und Cll wuchsen die Zellen in Clustern unterschiedlicher Größe, 
Sphere-Bildung wurde nicht beobachtet. In Kombination mit PLO/FN ergab sich ein 
gleichmäßiges adhärentes Wachstum der Zellen auf der Kulturflaschenoberfläche. 
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4.2  Der Einfluss von Polydopamin und Collagen auf die 
Zellvitalität 
Die Voraussetzung für eine Verwendung von PDA und Collagen in der Zellkultur ist, 
dass die verwendeten EZM-Proteine nicht toxisch auf die Zellen wirken und zu einer 
erhöhten Mortalität der Zellen führen. Hierzu wurde die Vitalität der Zellen untersucht. 
Im Anschluss an 7 Tage Differenzierung wurden die Zellen mittels Accutase-
Behandlung vom Kulturboden gelöst, zentrifugiert und unter dem Lichtmikroskop 
gezählt. Kulturen, die Spheres gebildet hatten, wurden dabei mehrmals mit Accutase 
behandelt, um sie aus ihrem Zellverband zu lösen. Danach wurden sowohl Zellzahl als 
auch Vitalität der Zellen bestimmt. Die Zellzahl der in Spheres wachsenden Kulturen 
war im Vergleich zu den adhärent wachsenden Zellkulturen niedriger. Eine mögliche 
Ursache dafür ist der Verlust an Zellen beim Wechsel des Kulturmediums. Die in 
Spheres wachsenden Zellkulturen wurden im Kulturmedium zentrifugiert und der 
Überstand vorsichtig abpipettiert, danach erfolgte das Umsetzen in ein neues 
Kulturmedium. 
Die Auszählung der lebenden im Verhältnis zu abgestorbenen Zellen ergab eine 
signifikant höhere Zellsterblichkeit auf der Beschichtung Cll kombiniert mit 100 µg/ml 
PDA zum Standard PLO/FN. Zwar wurden die in Spheres wachsenden Zellen 
mehrfach mit Accutase behandelt, was zu einer erhöhten Zellmortalität führen kann, 
jedoch zeigte sich in der Auswertung (Abb. 4.2) nur eine Tendenz. Kein signifikanter 
Unterschied der Vtalität ergab sich bei den übrigen Beschichtungen. Die Vitalität der 
Zellen in Beschichtungen, die Spheres bildeten (Abb. 4.2), ist tendenziell niedriger als 
in gleichmäßig adhärent wachsenden Kulturen. 
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Abbildung 4.2: Vitalität und Zellzahl der hNPCs (MW der 4 verwendeten Präparationen auf 
den jeweiligen Beschichtungen) nach 7 Tagen Differenzierung. (MW ± SEM).P-Werte: *p < 
0,05 
Schraffiert dargestellt sind Zellkulturen, die nicht adhärent wuchsen und Spheres bildeten. Es 
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen nicht adhärent wachsenden Zellkulturen und Beschichtungen 
mit  100 µg/ml PDA, bei denen die Vitalität der Zellen signifikant geringer war (CII/PDA 100 µg/ml,                 
PDA 100 µg/ml) im Vergleich zum Standard PLO/FN. Cl wirkte sich im Vergleich zum Standard 
PLO/FN günstig auf die Vitalität der Zellen aus. 
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4.3    Der Einfluss von Polydopamin und Collagen auf die    
Differenzierung von hNPCs 
4.3.1  Der Einfluss von Polydopamin und Collagen auf die 
Transkriptkonzentration von Proliferations- und 
Differenzierungsmarkern 
Mittels qPCR-Analyse kann die Expression von Genen auf den unterschiedlichen 
Beschichtungen verglichen werden. Die untersuchten Proliferationsmarker waren 
Nestin (nes, Stammzellmarker) und Proliferating Cell Nuclear Antigen (pcna, 
Proliferationsmarker) in der qPCR sowie PCNA und B-cell Lymphoma 2 (BCL2, Anti-
Apoptosemarker) im Western-Blot (siehe Kap. 4.3.3).  
 
Das Augenmerk bei den Differenzierungsmarkern lag auf den Expressionsraten des 
dopaminergen Markers TH, des frühen neuronalen Markers ß I I I -  Tubulin (TUBB III) 
und  des   glialen   Markers Glialfibrillary acidic protein (GFAP). Hierfür wurden 
humanspezifische Primer für die entsprechenden Transkripte (TH, GFAP etc.) 
verwendet. 
Die Expression der Proliferationsmarker Nestin und PCNA war im Vergleich zum 
Standard mit PLO/FN signifikant vermindert. Die Auswertung der TH-Expression 
mittels qPCR zeigte für alle Beschichtungen eine signifikante Herabregulation im 
Vergleich zur Standardbeschichtung mit PLO/FN (siehe Abb. 4.5 ). Eine vergleichbare 
Tendenz zeigte sich auch in der Expression des frühen neuronalen Markers TUBB3. 
Verglichen mit dem Standard PLO/FN zeigte sich eine signifikante Verminderung der 
Expression von TUBB3. Tendenziell ist die Herabregulation der Marker TH und 
TUBB3 bei Beschichtungen mit 100 µg/ml PDA stärker als bei Beschichtungen mit    
100 µg/ml PDA. Die Expression des glialen Differenzierungsmarkers GFAP zeigte, 
dass PDA in den meisten Beschichtungen keinen Einfluss auf die gliale Differenzierung 
hatte. Es zeigte sich jedoch in den Beschichtungen mit Cll und 1 mg/ml PDA eine 
signifikante Herabregulation des exprimierten Markers GFAP. 
 
 
 
                                   39 
 
Abbildung 4.3: qPCR - Genexpression der Proliferationsmarker Nestin und PCNA 
Zellen 4 verschiedener Präparationen wurden 7 Tage auf den entsprechenden Beschichtungen 
differenziert und die Expression der neuronalen Marker mittels qPCR ausgewertet. (MW ± SEM). Im 
Vergleich zum Standard PLO/FN zeigten eine tendenziell geringere Expression der 
Proliferationsmarker Nestin und PCNA. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ungepaarter T-
Test.) 
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Abbildung 4.4: qPCR - Genexpression der Differentierungsmarker TH und TUBB3 
Zellen 4 verschiedener Präparationen wurden 7 Tage auf den entsprechenden Beschichtungen 
differenziert und die Expression der neuronalen Marker TH und TUBB3 mittels qPCR ausgewertet. 
(MW ± SEM). Die Expression von TH wurde durch alle Beschichtungen (ausgenommen Cl, PDA 
100µg/ml) signifikant gemindert. Auch die Expression von TUBB3 wurde signifikant gemindert im 
Vergleich zum Standard. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ungepaarter T-Test.) 
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Abbildung 4.5: qPCR - Genexpression des Differentierungsmarkers GFAP 
Zellen 4 verschiedener Präparationen wurden 7 Tage auf den entsprechenden Beschichtungen differenziert 
und die Expression des neuronalen Markers GFAP mittels qPCR ausgewertet. (MW ± SEM). Die Expression 
von GFAP war im Vergleich zum Standard auf Beschichtungen mit CII, CII/1mg PDA und 1mg PDA 
signifikant vermindert. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ungepaarter T-Test.) 
4.3.2  Die Analyse der Differenzierung von hNPCs mittels ICC 
Der Einfluss der Beschichtungen auf die Differenzierung der hNPCs wurde auf 
Proteinebene mittels Immuncytochemie untersucht. Der Fokus lag dabei auf den 
Expressionsraten des dopaminergen Markers TH, des frühen neuronalen Markers TUJ1 
und des späten neuronalen Markers MAP 2 (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2)(siehe 
Abb. 4.6). Es wurde die Differenzierung von vier verschiedenen hNPC-Präparationen auf 
den verschiedenen Beschichtungen untersucht, und mit der Standardbeschichtung 
PLO/FN verglichen. Die hNPCs waren auf die entsprechend beschichteten Wells 
ausgesetzt worden und nach 7 Tagen Differenzierung fixiert worden. 
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Es ergaben sich aufgrund der speziellen Morphologie der Zellen, welche im Kapitel 4.3.1 
beschrieben ist, verschiedene Herausforderungen für die Anfärbbarkeit der Zellen. 
 
Die Beschichtung mit PLO/FN, CI/II und 100 µg/ml PDA zeigte große Cluster, eine genaue 
Auszählung war nicht möglich (siehe Abb. 4.6 G), sodass die Daten an dieser Stelle nicht 
zu einem Diagramm zusammengefasst werden konnten. Die Färbung der Cluster zeigte 
eine unterschiedliche Aufteilung der exprimierenden Zellen. In der weniger dicht 
bewachsenen Außenzone fanden sich vereinzelt TH-positive Zellen und zahlreiche TUJl-
positive Zellen. Im Inneren der Cluster fanden sich keine TH-positiven Zellen, dafür TUJ1 
und MAP-positive Zellen. Nur wenige Zellen blieben an der Beschichtung mit PLOF, Cl, 
100 µg/ml PDA haften. Die Spheres waren nicht am Kulturflaschenboden adhärent und 
nicht anfärbbar (siehe Abb. 4.6 H). Es zeigten sich nur vereinzelt TH positive Zellen. 
 
Auf der Standardbeschichtung mit PLO/FN (siehe Abb. 4.6 A) wuchsen die Zellen 
gleichmäßig adhärent, die Färbung zeigte überwiegend MAP-positive Zellen. TH-positive 
Zellen fanden sich in einem Verhältnis von weniger als 1/10 zu TUJl-positiven Zellen. In 
den adhärent wachsenden Kulturen auf den Beschichtungen PLO/FN in Kombination mit 
Cl oder Cll (siehe Abb. 4.6 C-F) zeigten sich im Vergleich zum Standard (siehe Abb. 4.6 
A-B) mehrere TH-positive Zellen (rot). Anzahl und Reife der Zellen sind vergleichbar mit 
denen der Standardbeschichtung PLO/FN. 
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Abbildung 4.6: ICC-Färbung der hNPC mit neuronalen Markern 
ICC Färbung von hNPC (Zelllinie 4, 28.05.09) wurden 7 Tage auf PLO/FN differenziert und anschlie-
ßend mit Antikörpern gegen Differenzierungsmarkerproteine gefärbt ( Primärantikörper: TH (Kaninchen, 
polyklonal) 1:500; TUJ1 (Maus, monoklonal) 1:500; MAP2 (Maus, monoklonal) 1:300; 
Sekundärantikörper: α-Maus IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (Esel) 1:500 α-Kaninchen IgG (H+L) Alexa 
594 (Esel) 1:500 α-Ratte IgG (H+L) AlexaFluor 594 (Esel) 1:500; Zellkernfärbung mit DAPI, blau; 
Maßbalken = 15 µm). 
A PLO/FN, TH(rot), TUJl(grün), DAPI(blau); B PLO/FN, MAP2(grün), DAPI(blau); C PLO/FN, Cl 
TH(rot), TUJl(grün), DAPI(blau); D PLO/FN, Cl MAP2(grün), DAPI(blau); E PLO/FN, Cll TH(rot), 
TUJl(grün), DAPI(blau); F PLO/FN, Cll MAP2(grün), DAPI(blau); G PLO/FN, Cll, 100 µg/ml PDA;    
H PLO/FN, Cl, 100 µg/ml PDA 
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Abbildung 4.7: ICC- Darstellung der Proteinexpression TH; TUJl; MAP2 
Proteinexpression von TH, TUJl und MAP2 normiert auf PLO/FN.  Zellen 4 verschiedener Präparationen 
wurden 7 Tage auf PLO/FN, PLO/FN,CI und PLO/FN, Cll differenziert (MW ± SEM). Die Anzahl TH-
positiver sowie TUJl-positiver Zellen wurde durch PLO/FN, Cl signifikant gesteigert (p= 0,01) im 
Vergleich zu PLO/FN. Die Beschichtung hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zahl MAP2-positiver 
Zellen. (*p < 0,01, ungepaarter T-Test.) 
Ziel der Untersuchungen dieser Arbeit war eine Steigerung des Anteils der dopaminergen 
Neuronen durch die unterschiedlichen Beschichtungen, insbesondere durch PDA, zu er-
reichen. Die Messung erfolgt über die Expression der Markerproteine. Die Steigerung der 
TH-Expression steht demzufolge für eine erhöhte Generierung dopaminerger Neurone. 
Die adhärent wachsenden Kulturen lassen sich mittels ICC auswerten. Verglichen mit der 
Standardbeschichtung PLOF/FN ist TH in den Versuchen mit PDA in beiden Konzen-
trationen niedriger exprimiert (siehe Abb. 4.7), auch wenn sich ein genaues Verhältnis 
aufgrund der Clusterbildung nur schätzen lässt. Im Gegensatz zu den Beschichtungen mit 
PDA konnte die Beschichtungen PLO/FN und Cl eine Steigerung der TH-Expression 
vorweisen, im Verhältnis zum Standard erhöhte sich auch die TH-Expression auf der 
Beschichtung PLO/FN und Cll (siehe Abb. 4.7). Auf der Beschichtung mit PLO/FN und Cl 
ergab sich eine Steigerung der Expression von TH um 40,25 % im Vergleich zum 
Standard. Die Expression von TUJl wurde auf der Beschichtung mit PLO/FN und Cl 
ebenfalls gesteigert (siehe Abb. 4.7).  
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Auf der Beschichtung mit PLO/FN und Cll ist eine tendenzielle Steigerung der TH- und 
TUJl-Expression erkennbar. Die Proteinexpression von MAP 2 ist bei den Beschichtungen 
mit PLO/FN und Cl bzw. Cll verglichen mit dem Standard nicht signifikant verändert. 
 
4.3.3 Die Untersuchung der Proteinexpression von 
Proliferations- und Differenzierungsmarkern unter dem 
Einfluss von Polydopamin und Collagen mittels Western-
Blot-Analyse 
 
Mittels Western-Blot-Analyse und ICC sind Vergleiche der Proteinkonzentration von 
Proliferations- und Differenzierungsmarkern auf den jeweiligen Beschichtungen möglich. 
Für die durchgeführten Western-Blot-Analysen wurden aus den Zellen die Proteine 
isoliert. Die Proteine der Proliferations- und Differenzierungsmarker wurden elektro-
phoretisch getrennt und geblottet. Die Blots sowie deren densitometrische Auswertungen 
sind relativ zu ß-Actin in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt. Neben dem 
dopaminergen Marker TH wurden auch TUBB3 (früher neuronaler Marker), BCL2 (Anti-
Apoptosemarker) und PCNA als Marker für die Proliferation durch die Western-Blot-
Analyse untersucht. Um die einzelnen Beschichtungen untereinander vergleichen zu 
können, wurden auf jedem Blot neben den Proteinproben der jeweiligen Beschichtungen 
auch der Standard mit PLO/FN aufgetragen. In der densitometrischen Auswertung wurde 
die Intensität der Standardbeschichtung als Standard auf 100 % und im Verhältnis zu den 
Intensitäten der anderen Beschichtungen gesetzt (siehe Abb. 4.8). 
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Abbildung 4.8: Darstellung der Proteinexpression TH und TUBB3 
Western-Blot-Analyse hinsichtlich des Gesamtproteingehalts von TH und TUBB3. Dargestellt ist der 
Mittelwert der 4 kultivierten Zellreihen (n=4) nach 7 Tagen Differenzierung. (P-Werte: *p < 0,01) Es 
zeigt sich eine signifikante Herabregulation der TH-Expression auf einer Beschichtung mit Cll und         
100 µg/ml PDA. Die Expression von TUBB3 wurde durch die Beschichtungen nicht signifikant 
beeinflusst, die Tendenz der Expression von TUBB3 ist jedoch identisch zur Expression von TH. 
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Die densitometrische Auswertung der Proteinexpression ergab für den dopaminergen 
Marker TH keine signifikanten Anstiege. Die Expression von TH wurde durch die Be-
schichtungen im Vergleich zum Standard zwar nicht signifikant beeinflusst, eine PDA-
Konzentration von 100 µg/ml in Kombination mit PLO/FN, Cl oder Cll vermindert jedoch 
die TH-Expression. Es zeigt sich eine signifikante Herabregulation der TH-Expression auf 
einer Beschichtung mit Cll und 100 µg/ml PDA. Eine Steigerung der PDA Konzentration 
auf 1 mg PDA in Kombination mit Collagen I und Collagen II bewirkt hingegen eine nicht 
signifikante Steigerung der TH-Expression. Verglichen mit den Ergebnissen der ICC und 
der Morphologie zeigt sich eine besonders niedrige Expressionsrate von TH bei Zellen, die 
sich in Spheres anordnen, wie auf Beschichtungen mit Cll und 100 µg/ml PDA sowie Cl 
und 100 µg/ml PDA. Die Expression von TUBB3 wurde durch die Beschichtungen nicht 
signifikant beeinflusst. Dies bestätigt die Ergebnisse der ICC und der qPCR. Die Tendenz 
der Expression von TUBB3 ist jedoch identisch zur Expression von TH. 
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5  Diskussion 
Lebende Zellen reagieren auf physikalische und chemische Reize aus der Umwelt, daher 
wurde in verschiedenen Arbeiten untersucht, welchen Einfluss die extrazelluläre Matrix 
auf die Zelldifferenzierung hat. Neben den Interaktionen der funktionellen Gruppen der 
EZM-Moleküle und ihrer Möglichkeit, Signalkaskaden zu beeinflussen, nehmen EZM-
Moleküle auch durch die Veränderung der Kulturflschenoberfläche Einfluss auf die 
Entwicklung der Zellen. Bestimmende Faktoren für den Erfolg der Differenzierung sind 
neben der fehlenden Cytotoxität die Elastizität und der Durchmesser des Trägersubstrats, 
auf dem Zellen kultiviert werden [Engler et al., 2006],[Engler et al., 2004b]. 
Untersuchungen der Elastizität des Trägersubstrats zeigten, dass dieses auf Morphologie, 
Überleben, Proliferation, Differenzierung und Fortbewegung der Zellen Einfluss hat [Geiger 
et al., 2009],[Leong et al., 2010]. Neurale Vorläuferzellen sind in der Lage, sowohl die 
Beschaffenheit als auch den Durchmesser des Kulturbodens wahrzunehmen [Leong et 
al., 2010]. Mit dieser experimentellen Arbeit soll der Einfluss der Matrixproteine 
Polydopamin (PDA), Collagen I (Cl) und Collagen II (Cll) auf die Morpholgie, die Haftung 
und die Differenzierung insbesondere im Hinblick auf eine mögliche dopaminerge 
Stimulation der hNPCs diskutiert werden. 
5.1  Der Einfluss von Polydopamin auf die Adhäsion der hNPCs 
Polydopamin ist ein Protein, welches im Fuß von Muscheln [Waite and Qin, 2001],[Waite, 
2002] vorkommt. Untersuchungen mit lebenden Zellen in Bezug auf deren Adhäsion auf 
PDA-beschichteten Oberflächen zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Während Ku et al. 
eine Zunahme der Zelladhäsion von Maus-Preosteoblasten und -Fibroblasten auf PDA-
beschichteten Oberflächen verzeichneten, beobachteten Lee et al. in ihren Experimenten 
mit Fibroblasten eine Zelladhäsion auf PDA-beschichteten Oberflächen auf ähnlichem 
Niveau wie auf unbeschichteten Materialien [Ku et al., 2010a],[Lee et al., 2007a]. 
Die Untersuchungen von Ku et. al. mit verschiedenen Zellen, Fibrosarkom HT1080, Maus-
Preosteoblasten MC3T3-E1 und Maus-Fibroblasten NIH-3T3, die auf PDA-modifizierten 
Kulturböden kultiviert wurden, zeigten die Aufrechterhaltung ihrer normalen, 
spindelförmigen Morphologie [Ku et al., 2010a]. Polydimethylsiloxan (PDMS) wurde als 
nichtadhärentes Substrat bei der Zellkultivierung gewählt und mit einer PDA-Beschichtung 
versetzt, um die Zelladhäsion zu verbessern. Für die Beschichtung wurde eine Dopamin-
Lösung (2 mg/ml in Trispuffer, pH 8,5) verwendet [Ku et al., 2010a]. Bei der Beschichtung 
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der Kulturflaschenoberfläche mit Polydopamin kommt es durch Oxidation und 
intramolekulare Umlagerung zur Bildung einer melaninähnlichen Struktur [Lee et al., 
2007a],[Ku et al., 2010a],[Chen et al., 2009],[Tan et al., 2010]. Optisch wird dies durch 
die Änderung der Färbung des Kulturbodens von transparent zu dunkel deutlich, was sich 
auch in den Beschichtungsansätzen dieser Arbeit zeigte, insbesondere bei einer 
Konzentration von  1 mg/ml PDA. 
Die Beschichtung besteht aus PDA-Mikrostrukturen von 100  µm Länge und 120  µm 
Durchmesser, welche durch Polymerisation des Dopamins gebildet wurden. Die Bildung 
der PDA-Beschichtung kann mittels Spektroskopie nachgewiesen werden [Tan et al., 
2010],[Chen et al., 2009]. Die Polydopaminbeschichtungen unterstützen eine Vielzahl von 
Reaktionen mit organischen Materialien, die Katecholgruppen des Polydopamins sind in 
der Lage, eine Bindung mit Aminen (Lysin) einzugehen [Lee et al., 2007a]. PDA kann 
sowohl kovalente als auch nicht-kovalente Bindungen mit Substraten eingehen [Lee et al., 
2007a] und könnte darüber die Adhäsion auf einer großen Anzahl von Materialien 
initiieren.  
Ku et al. untersuchten das Verhalten von Fibrosarkom HT1080-Zellen nach Aussetzen auf 
PDMS-Oberflächen mit und ohne PDA-Beschichtung. Das Ergebnis war, dass nur eine 
geringe Anzahl von HT1080-Zellen auf der unmodifizierten PDMS-Oberfläche hafteten. 
Die Zellen schwammen frei im Medium und bildeten Spheres [Ku et al., 2010a]. Dies 
deutet darauf hin, dass PDMS die Adhäsion der Zellen verhindert. Nach Ober-
flächenmodifizierung mit PDA konnte die Zellhaftung deutlich erhöht werden, die HT1080-
Zellen zeigten die zelltypische spindelförmige Morphologie [Ku et al., 2010a]. Die erhöhte 
Zelladhäsion auf der PDA-beschichteten Region wurde auf die Adsorption von 
Serumproteinen auf der PDA-Beschichtung zurückgeführt [Ku et al., 2010b]. Wenn 
Proteine auf stark hydrophoben Oberflächen wie PDMS treffen, werden die adsorbierten 
Proteine denaturiert. Dadurch wird die Zelladhäsion verhindert [Ku et al., 2010a]. Doch die 
adsorbierten Proteine auf der PDA-Beschichtung behalten ihre Konformation und Aktivität 
[Lee et al., 2009],[Poh et al., 2010], somit kann es auf der PDA-Beschichtung zur 
Zelladhäsion kommen. Ku et.al. beschreiben, dass die Zellen auf einer Vielzahl von 
nichtadhärenten Materialien wie Glas, Silikon und PDMS, Polytetrafluorethylen (PTFE) 
und Polyethylen (PE) nach Beschichtung mit PDA gute Adhäsion zeigten, während sie 
kaum auf nicht-beschichteten Oberflächen hafteten [Ku et al., 2010b]. Dieses Ergebnis 
kann in dieser Dissertation nicht uneingeschränkt bestätigt werden. Durch die 
Beschichtung mit PDA konnte erst durch eine Konzentration von 1mg/ml PDA die 
Adhäsion der Zellen auf dem Kulturflaschenboden erreicht werden, bei einer 
Konzentration von 100  µg/ml PDA zeigte sich eine Minderung der Adhäsion. Dies wurde 
auch bei Beschichtungen beobachtet, auf denen sich ohne den Zusatz von PDA ein 
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adhärentes Zellwachstum zeigte (siehe Abb. 4.1). Eine mögliche Erklärung für diese 
Beobachtungen findet sich in den Untersuchungen von Lee et. al.. 
Lee et al. stellten in ihren Untersuchungen fest, dass es bei PDA-Beschichtungen zur 
spontanen Bildung einer Alkanthiol-Oberfläche kommen kann [Lee et al., 2007a]. Es wird 
angenommen, dass es sich bei dieser Monoschichtbildung auf der PDA-Beschichtung um 
eine Reaktion zwischen terminalen Thiolgruppen und den Catechol-Gruppen der PDA-
Beschichtung handelt, in analoger Weise zur Reaktion zwischen Thiolen und 
Edelmetalloberflächen, bei der es zur Bildung von Self-Assmbled Monolayern (SAMs) 
kommt [Lee et al., 2007a]. Die gebildete Alkanthioloberfläche scheint funktionell ähnlich 
zu den konventionell gebildet SAMs zu sein, und wird daher als "pseudo-SAM" (pSAM) 
bezeichtnet [Lee et al., 2007a]. Die Untersuchungen der Zellkulturen mit Fibroblasten 
zeigten, dass pSAMs mit einem Oligo(ethylenglycol)-Ende (OEG6) weitgehend resistent 
für Fibroblasten-Adhäsion waren [Lee et al., 2007a]. Die Fibroblasten auf der PDA-
Beschichtung zeigten eine Zelladhäsion auf ähnlichem Niveau wie auf unbeschichteten 
Substraten [Lee et al., 2007a]. Schließlich wurde die PDA-Beschichtung mit einer 
zusätzlichen Beschichtung des Glykosaminoglykans Hyaluronsäure (HA) versehen. 
Untersucht wurde die Adhäsion von Megakaryocyten der Zellinie M07e. Im Gegensatz zu 
Fibroblasten hafteten die M07e-Zellen nicht auf der PDA-Beschichtung, sondern auf den 
HA-beschichteten PDA-Oberflächen in Abhängigkeit der Konzentration an HA [Lee et al., 
2007a]. 
In den Untersuchungen dieser Dissertation zeigten die Zellen auf den Beschichtungen mit 
PLO/FN ein gleichmäßig adhärentes Wachstum. Die Zugabe von PDA in den 
Beschichtungsansätzen führt zu einer konzentrationsabhängigen Minderung der Adhä-
sion am Kulturflaschenboden. Insbesondere eine PDA-Konzentration von 100 µg/ml führte 
zur Bildung von Spheres. Die hNPCs zeigten dabei eine vergleichbare Morphologie wie 
die Fibrosarkom HT1080-Zellen auf der unmodifizierten PDMS-Oberfläche [Ku et al., 
2010a]. Die Bildung von "pseudo-SAMs" ist ein möglicher Erklärungsansatz für die 
beobachtete wenig ausgeprägte Adhäsion von hNPCs auf den 
Kulturbodenbeschichtungen mit 1 mg/ml PDA und 100  µg/ml PDA. Des Weiteren sind 
unspezifische Reaktionen der funktionellen Gruppen des PDA und der weiteren 
Beschichtungskomponenten eine mögliche Erklärung für die unterschiedliche Ausprägung 
der Zelladhäsion. 
Insgesamt konnte das primäre Ziel, die Steigerung der dopaminergen Genese durch 
Polydopamin, nicht erreicht werden, es ist jedoch nicht auszuschließen, dass dies eine 
Folge der mangelnden Zelladhäsion ist.  
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5.2  Der Einfluss von Collagen und Polydopamin auf die 
Adhäsion der hNPCs 
Collagen Typ I ist als extrazelluläres Matrixprotein eines der häufigsten Proteine im 
Körper [Palsson, 2003] und wirksam bei der Förderung der zellulären Adhäsion [Nagai et 
al., 2002]. Deshalb wird Collagen-Gel häufig für Zellinteraktionsstudien verwendet [Engler 
et al., 2006],[Nagai et al., 2002]. 
Die Studie von Nagai et al. untersucht den Einfluss von Collagen-Beschichtungen auf 
Titan auf die Adhäsion von menschlichen gingivalen Fibroblasten [Nagai et al., 2002]. Die 
morphologischen Veränderungen der kultivierten Fibroblasten wurden durch Raster-
Elektronen-Mikroskopie (SEM) untersucht. Vier verschiedene Oberflächen, nicht-
beschichtetes hochglanzpoliertes Titan-, Collagen-beschichtetes Titan, nichtbeschichtetes 
Polystyrol und Collagen-beschichtetes Polystyrol wurden untersucht [Nagai et al., 2002]. 
Die Ergebnisse zeigten eine Verbesserung der anfänglichen Zelladhäsion auf Collagen-
beschichtetem Titan [Nagai et al., 2002]. Die Collagen-Beschichtung verbessert die 
Aktivität der menschlichen gingivalen Fibroblasten [Nagai et al., 2002]. In der 
vorliegenden Studie war die Zahl der adhärenten Zellen auf Collagen-beschichtetem Titan 
signifikant höher als die auf nichtbeschichtetem Titan. Die Adhäsion auf nicht-
beschichtetem Polystyrol und Collagen-beschichtetem Polystyrol zeigte keine 
signifikanten Unterschiede. Auch bisherige Studien [Cannas et al., 1988],[Endo, 1995] mit 
Osteoblasten zeigten eine Verbesserung der Adhäsion von Osteoblasten auf Collagen-
beschichtetem Titan. Die Vitalität der Zellen auf vier verschiedenen Oberflächen 
(hochglanzpoliertem Titan, Kollagen-beschichtetem Titan, nicht-beschichtetem Polystyrol 
und Collagen-beschichtetem Polystyrol) kultivierten menschlichen gingivalen Fibroblasten 
wurde bestimmt. Im Ergebnis zeigte sich eine höhere Zellvitalität bei den mit Collagen 
beschichteten Oberflächen. Die Collagen-beschichteten Implantate wuchsen besser in das 
umliegende Gewebe ein als die unbeschichteten Implantate [Nagai et al., 2002]. 
 
Die in dieser Dissertation untersuchten Beschichtungen mit Poly-L-Ornithin, Fibronectin 
und Collagenen I und II zeigten ein gleichmäßig adhärentes Wachstum auf der 
Kulturbodenoberfläche und bestätigen die Untersuchungen von Nagai et al.. Ein 
gleichmäßiges Anwachsen der hNPCs am Kulturflaschenboden war in allen Kombina-
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tionen von PLO/FN und Collagen ohne Zusatz von PDA zu beobachten. Im Vergleich zum 
Standard mit PLO/FN ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezüglich der 
Vitalität der Zellen (siehe Abb. 4.2), jedoch eine signifikante Verbesserung der Zellvitalität 
gegenüber Beschichtungen mit PDA. Dies erklärt sich durch eine erhöhte Zellmortalität 
der nicht-adährent wachsenden Zellkulturen. Ein möglicher Grund dafür kann die 
verminderte Nährstoffkonzentration innerhalb großer, frei im Medium schwimmender 
Spheres sein, die zu einem vermehrten Absterben im Inneren der Spheres führt [Moors et 
al., 2009]. In mehreren Untersuchungen konnte ein positiver Effekt der 
Collagenbeschichtung nichtadhärenter Materialien auf Zelladhäsion, Ausbreitung und 
Zellwachstum von Osteoblasten festgestellt werden [Roehlecke et al., 2001]. In den 
Untersuchungen dieser Dissertation wuchsen die hNPCs auf der 
Kulturbodenbeschichtung nur mit Collagen I oder Collagen II unregelmäßig an, bildeten 
Cluster (Cl) oder wuchsen nicht adhärent (Cl + CIl). Möglicherweise wirkt Collagen unter 
anderem als Träger osteotroper Faktoren, adhäsiver Moleküle (Fibronectin) und 
knochenspezifischer Wachstumsfaktoren [Roehlecke et al., 2001]. Die Spezifität dieser 
Trägereigenschaften kann den geringeren Einfluss von Collagen auf die Zelladhäsion der 
hNPCs erklären. Die Zellvitalität wurde durch Collagen in dieser Dissertation nicht 
signifikant beeinflusst. 
Eine gleichmäßige, an der Kulturflasche haftende Kultur, vergleichbar mit PLO/FN, lässt 
sich am ehesten mit PLO/FN/CI und PLO/FN/CII erreichen. Collagen besitzt eine Arginin-
Glycin-Aspartat-Sequenz, welche durch Integrine wie Fibronectin oder Laminin erkannt 
werden [Nagai et al., 2002]. Diese Verbindung erklärt die verbesserte Zelladhäsion im 
Vergleich zur Collagen-Beschichtung ohne PLO/FN. Eine Kombination der extrazellulären 
Matrixproteine PLOF/CI/100 µg/ml PDA und PLOF/CII/100 µg/ml PDA zeigte ein adhäsives 
Wachstum (clusterartig), ist aber durch leichte Erschütterung bereits ablösbar. PDA hatte 
in dieser Dissertation einen konzentrationsabhängigen positiven Effekt auf die Adhäsion 
der hNPCS. Kombinationen von PDA mit PLO/FN führten ebenfalls zur Bildung von 
Clustern, je höher die PDA Konzentration in der Beschichtung ist, desto stärker haften die 
Zellcluster am Kulturboden. Möglicherweise finden Reaktionen zwischen den 
funktionellen Gruppen des PDA und der RGD-Sequenz des Collagens statt, welche 
bisher nicht beschrieben sind. 1 mg/ml PDA in den verschiedenen Beschichtungen führte 
zu einer besseren Adhäsion als 100 µg/ml PDA, die Zellen wuchsen in sehr großen 
Clustern und lassen sich ebenfalls leicht ablösen. In den gleichmäßig adhärent 
wachsenden Kulturen mit 1 mg/ml PDA konnte kein signifikanter Unterschied der 
Zellvitalität verglichen mit dem Standard festgestellt werden. PDA hat demzufolge keinen 
toxischen Effekt auf die hNPCS. 
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5.3   Spheres - Der Einfluss von Polydopaminbeschichtungen auf 
die Morphologie und dopaminerge Differenzierung der 
hNPCs 
Bei der Kultivierung von hNPCs auf Beschichtungen mit PDA zeigten die Untersuchungen 
dieser Dissertation, dass sich die Zellen in Spheres zusammenschlossen. Eine niedrige 
Konzentration von 100 µg/ml PDA veranlasst die Zellen zur Bildung von Spheres, welche 
frei im Medium schwimmen. Auf Beschichtungen mit 100 µg/ml PDA in Kombination mit Cl, 
PLO/FN oder Cl und CII bildeten sich besonders große Spheres. Diese Spheres sind 
bereits in anderen Arbeiten untersucht worden. Moors et al. untersuchten in ihrer Arbeit 
die zellbiologischen Charakteristika der menschlichen Neurosphären als 
dreidimensionalen Zell-System-Ansatz. 10 µm Kryostatschnitte proliferierender Spheres 
wurden auf die Expression von Nestin, ein Markerprotein für neurale Stammzellen, ß-(Ill)-
Tubulin und GFAP als Marker für Gliazellen untersucht [Moors et al., 2009]. 
Immunzytochemische Analysen zeigten, dass Nestin-positive Zellen während der 
Proliferation vor allem in der Peripherie gelegen waren, während ß-(Ill)-Tubulin-positive 
und GFAP-positive Zellen im Kugelmittelpunkt angesiedelt waren [Moors et al., 2009]. 
Untersuchungen der Spheres in der Differenzierung zeigten eine Aufhebung dieser 
Anordnung. Nach 8 Tagen der Differenzierung waren ß-(III)-Tubulin-positive Zellen am 
Rande der Kugel, während Nestin positive- und GFAP positive-Zellen homogen in den 
Spheres verteilt waren [Moors et al., 2009].  
In dieser Dissertation wurden die Spheres nach 7 Tagen der Differenzierung untersucht, 
die Ergebnisse der ICC bestätigen, dass sich ß-(Ill)-Tubulin-positive Zellen in der 
Peripherie der Spheres befinden. In den Auswertungen der ICC zeigte sich, dass die 
hNPCs, welche besonders durch den Einfluss von 100 µg/ml PDA in Spheres wuchsen, 
nur wenige TH-positive Zellen marginal der Spheres bildeten. Die Untersuchungen auf 
Transkript- und Proteinebene zeigten im Rahmen dieser Arbeit keine Steigerung der 
dopaminergen Genese der hNPCs auf Beschichtungen mit Polydopamin. Während der 
Differenzierung wurden stattdessen im Vergleich zur Kontrolle mit PLO/FN verringerte 
Transkript- und Proteinkonzentrationen des dopaminergen Markers Tyrosinhydroxylase 
auf den Beschichtungen mit Polydopamin verzeichnet. Das Fehlen TH-positiver Zellen im 
Zentrum der Spheres lässt sich vermutlich durch einen Mangel an Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren in den Spheres erklären, der durch eine höhere Zelldichte ver-
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ursacht wird. Es kommt durch diesen Wachstumsfaktorgradienten und die Anwesenheit 
von Poly-D-Lysin/Laminin zu einer Zellwanderung aus den Spheres in die Peripherie 
[Moors et al., 2009]. Nach 24 Stunden Kultivierung im Differenzierungsmedium 
exprimierten Zellen, die aus den Spheres über die Peripherie hinaus migrierten, 
hauptsächlich Nestin. Dies zeigt, dass unreife Zellen aus der Kugel herauswandern 
[Moors et al., 2009]. Im Gegensatz dazu exprimierten die Zellen nach 7 Tagen 
Kultivierung überwiegend ß-(Ill)-Tubulin-positive oder GFAP-positive Zellen. Darüber 
hinaus lässt die immunzytochemische Färbung der Expression von ß-(Ill)-Tubulin 
vermuten, dass neurale Zellen Verbindungen schaffen und somit ein neuronales Netzwerk 
aufbauen [Moorset al., 2009]. 
Wuchsen die Zellen in einer adhärenten Kultur, entstand durch die gleichmäßige 
Verteilung der Zellen am Kulturflaschenboden im Vergleich zu den Spheres kein 
Wachstumsfaktorgradient. Dies erklärt, dass ein adhärentes Wachstum, wie es in 
Beschichtungen mit höheren PDA-Konzentrationen erreicht wird, zu einer höheren 
dopaminergen Differenzierung führt als das Wachstum in Spheres, wie es bei niedrigen 
Polydopaminkonzentrationen vorkommt. Darüberhinaus zeigte sich in dieser Arbeit kein 
signifikanter Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen PDA in den Beschichtungen 
und einer Steigerung der dopaminergen Differenzierung.  
Mikroskopische Analysen zeigten während der Proliferation eine Verteilung der Nestin-
positiven hNPCs in der Peripherie und später der GFAP-positiven und ß-(III)-Tubulin-
positiven Astrozyten und Neuronen in der Mitte der Kugel. Diese Ergebnisse sind 
vergleichbar mit Daten für murine Spheres [Campos et al., 2004] und können durch einen 
Wachstumsfaktor-gradienten von der Peripherie zum Zentrum verursacht werden. Die 
zonale Verteilung in den Spheres verhält sich wie die Outside-in-Struktur des Gehirns 
[Campos et al., 2004]. Nestin-positive Zellen befinden sich in der proliferativen Zone des 
Gehirns, die in der Nähe des wachstumsfaktorhaltigen Liquors der Ventrikel ist, und 
GFAP-positive und ß-(III)-Tubulin-positive Zellen befinden sich in der Mitte der Spheres, 
ähnlich der Regionen des Kortex [Camposetal . ,  2004]. Ob der Wachstumsfaktor-
gradient verantwortlich für die zonale Verbreitung innerhalb der Spheres ist, wird ein 
Thema für zukünftige Untersuchungen sein. Der Wachstumfaktorgradient führte in den 
Untersuchungen dieser Arbeit möglicherweise zu einer Unterversorgung der hNPCs im 
Innern der Spheres und erklärt im Vergleich zu adhärent wachsenden Kulturen niedrigere 
Vitalität der Zellen. 
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Die Zellproliferation in den Spheres kann durch Zählen der Anzahl der Zellen pro Kugel 
oder durch Messung der Zunahme des Kugeldurchmessers im Laufe der Zeit bestimmt 
werden [Moors et al., 2009]. In dieser Arbeit zeigten adhärente Kulturen im Vergleich zu 
den Spheres eine niedrigere Mortalität (siehe Abb. 4.2.). Das Wachstumsverhalten der 
Zellen und ihre Widerstandsfähigkeit gegenüber schädlicher Einwirkungen waren 
abhängig von der Dichte (Zellen pro Fläche) der Kolonie. Je höher die Zahl der Zellen pro 
Flächeneinheit war, umso schneller teilten sie sich. Ein möglicher Grund für diese 
Beobachtung könnte das vermehrte Vorhandensein von Wachstumsfaktoren in großen 
Zellverbänden darstellen. Hieraus folgt, dass für die angestrebten Untersuchungen eine 
geeignete (niedrige) Zelldichte mit ausreichend großer Gesamtzellanzahl bei dennoch 
adhärentem Wachstum gewählt werden sollte. Die Messung der Vitalität der Spheres 
abhängig vom Durchmesser mit dem Cell-Titer-Blue-Assay zeigte, dass die Vitalität der 
Zellen mit dem Durchmesser der Spheres korrelierte [Moors et al., 2009]. 
Um genauere Ergebnisse über die Verteilung der auf PDA-Beschichtungen differenzierten 
Zellen in den Spheres zu erhalten, werden weitere Untersuchungen notwendig sein. Da 
die Zellen in den mit PDA beschichteten Zellkulturen in den Untersuchungen nicht 
adhärent waren, wird eine Fixierung der Spheres auf dem Zellkulturboden sowie das 
Anfertigen von Kryoschnitten sinnvoll sein, um weitere Ergebnisse zu erhalten. 
5.4  Der Einfluss von Substratdicke und Konzentration der   
extrazellulären Matrixproteine auf die hNPCs 
Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass Collagen einen grundlegenden Einfluss auf 
das Zellwachstum und die Differenzierung hat [Roehlecke et al., 2001]. Wen Shing Leong 
et al. beschreiben das unterschiedliche Verhalten von Stammzellen in Bezug auf 
Morphologie, Proliferation und Genexpression im Verhältnis zum Durchmesser des als 
Kulturbodenbeschichtung verwendeten Matrixproteins Collagen Typ I. Wen Shing Leong 
et al. verwendeten Collagen Typ I als Substrat und untersuchten das Verhalten von 
hMSCs durch Variation der Substratdicke [Leong et al., 2010].  
Unter biologischen Polymeren ist Collagen Typ I als extrazelluläre Matrix (EZM) eines der 
häufigsten Proteine im Körper [Palsson, 2003]. Deshalb wurde Collagen-Gel für 
Zellinteraktions-Studien verwendet. Zellen, welche auf weicherer Matrix kultiviert wurden, 
das bedeutet eine Dicke des Collagengels von 1440 µm, zeigten verminderte Pro-
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liferationsraten, geringere gewebespezifische Genexpression und eine geringere Ausbrei-
tung [Discher et al., 2005a],[Engler et al., 2004a]. HMSCs, welche auf dünnem 130 µm 
dickem Kollagen-Gel kultiviert wurden, bildeten im Vergleich mehr neuritenähnliche 
Fortsätze [Leong et al., 2010]. 
Die Zellen, welche auf dünnem Collagen-Substrat kultiviert wurden, zeigten eine 
signifikante Hochregulation in allen neuronalen Markern (neurogene Transkription Faktor, 
NeuroD1, MAP2 und GFAP), aber eine Herunterregulation in osteogenen 
Transkriptionsfaktoren, RUNX2 und Alpl. Dies steht im Gegensatz zum dicken Collagen-
Substrat, auf dem keine Hochregulation von neuronalen Marker beobachtet werden 
konnte [Leong et al., 2010]. Vergleichbare Beobachtungen konnten in dieser Arbeit bei 
der Betrachtung der neuralen Differenzierung mit den extrazellulären Matrixkomponenten 
Collagen I und Collagen II gemacht werden. Während sich auf der Transkriptebene 
tendenziell eine Herabregulation der TH-Expression ergibt, zeigten die Auswertungen der 
Proteinebene mittels Westernblot und ICC positive Effekte auf die dopaminerge 
Differenzierung. Insbesondere Beschichtungen mit PLO/FN in Kombination mit Collagen I 
zeigen eine signifikante Steigerung der Expression von TH (siehe Abb. 4.7).  
 
Auch die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse bestätigten die erhöhte Expression des 
dopaminergen Markers auf Beschichtungen, welche PLO/FN mit den Collagenen I und II 
kombinierten (siehe Abb. 4.8). Die Kombination von PLO/FN und Collagen ergibt ein 
optimales Substratmodul. Wird zusätzlich zur Beschichtung mit PLO/FN und Collagenen 
PDA in verschiedenen Konzentrationen gegeben, kann kein zusätzlich positiver Effekt der 
dopaminergen Differenzierung registriert werden, im Vergleich kommt es eher zu einer 
Herabregulation der Expression von TH. Eine Erklärung für diese Beobachtung kann die 
größere Substratdicke im Vergleich zur Standardbeschichtung sein. In den Versuchen von 
Wen Shing Leong zeigten die Zellen, die auf dicken Collagensubstraten kultiviert wurden, 
eine kleinere Zellgröße und eine herabregulierte Expression von neuronalen Markern. 
Auch weitere Studien mit 3 mg/ml Collagen Typ I bestätigten den 'ruhenden' Zellstatus der 
hMSCs unter Verwendung dicker Kultursubstrate [Winer et al., 2009a].Engler et al. 
beschreiben optimalere Kultivierungsbedingungen für Neuronen und Myoblasten bei 
niedrigen Substratmodulen von weniger als 30 kPa [Engleretal . ,  2006],[Engler et al., 
2004b]. Mit noch weicheren Modulen, um 250 Pa, behielten die hMSC ihr multilineares 
Potenzial [Winer et al., 2009a]. Die Stammzellen sind in der Lage, sowohl die 
Beschaffenheit als auch den Durchmesser des Kulturbodens wahrzunehmen [Winer et al., 
2009a]. 
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Die Substratdicke des PDA nimmt zu, je höher die Konzentration der PDA-Lösung ist und 
je länger das zu beschichtende Objekt mit der Dopaminlösung in Kontakt ist. Nach 24 
Stunden bildete sich eine 50 nm dicke Schicht Polydopamin bei einer Konzentration von   
2 mg/ml PDA [Lee et al., 2007a]. Die von den hNPCs wahrgenommene Substratdicke und 
-zusammensetzung könnte wie in den Versuchen von Weng Shing Leong zu einer 
Herabregulation der Expression neuronaler Marker führen (siehe Abb. 4.3). PDA hat 
demzufolge in der Kombination mit den extrazellulären Matrixkomponenten PLO/FN und 
Collagen keinen positiven Effekt, eine idealere Beschichtung lässt sich mit dem Standard 
PLO/FN in Kombination mit Collagen I erreichen. 
Auch Fibronectin (FN), wie es in der Standardbeschichtung dieser Dissertation verwendet 
wird, ist als extrazelluläre Matrixkomponente untersucht worden. Aktuelle Studien mit 
Fibringel (4 mg / ml) des Moduls 120 Pa haben gezeigt, dass es eine weite laterale 
Interaktion von hMSCs in einem Abstand bis zu 450 µm entfernt vom Zentrum der Zelle 
gibt [Winer et al., 2009b]. Im Gegensatz zeigten Zellen auf Polyacrylamid-Gel eine 
Interaktionsdistanz von nur 10 µm [Sambrook et al., 1989]. Auf den Beschichtungen mit 
PLO/FN in dieser Dissertation zeigte sich ein adhärentes gleichmäßiges Wachstum der 
Zellen. FN und dessen Interaktionen mit anderen Matrixkomponenten kann demzufolge 
ein zentrales Element für das adhärente Zellwachstum sein. 
Die Ergebnisse legen nahe, dass es bei der Kultivierung von neuralen Zellen nicht nur die 
Art der extrazellulären Matrix wichtig ist, sondern auch die Substratdicke entscheidend für 
die Entwicklung der Zellen ist [Leong et al., 2010],[Engler et al., 2006],[Winer et al., 
2009b]. 
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Der Morbus Parkinson gehört zu den häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. Da 
die medikamentöse Behandlung weder die Ursache behebt, noch ohne Nebenwirkungen 
bleibt, bietet die Zelltransplantation einen vielversprechenden kurativen Ansatz.  
Bisher wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass humane neurale Vorläuferzellen 
(hNPCs) aus dem ventralen Mittelhirn in dopaminerge Neuronen differenziert werden 
können. Mit dem Fortschreiten der Wissenschaft auf dem Gebiet der Transplantation 
könnten dopaminerge Neuronen in Zukunft zur Behandlung der Parkinson-Krankheit 
genutzt werden [Sawamoto et al., 2001]. Eine Transplantation setzt jedoch eine ausrei-
chende Anzahl dopaminerger Neuronen voraus, eine Steigerung der Genese dopaminerger 
Neuronen in vitro für eine Etablierung der Zelltransplantation als Behandlungsmethode ist 
daher notwendig. 
Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den Einfluss von Polydopamin (PDA) und 
anderer extrazellulärer Matrixproteine, wie Collagen I (Cl) und Collagen II (Cl) auf die      
In-vitro-Differenzierung der hNPCs im Vergleich zur Standardbeschichtung mit Poly-L-
Ornithin (PLO) und Fibronectin (FN) zu untersuchen. Die verwendeten EZM-Proteine 
wurden aufgrund ihrer Anhaftungseigenschaften ausgewählt, um ein gleichmäßig 
adhärentes Wachstum der hNPCs am Kulturflaschenboden zu erreichen. Cl, Cll und PDA 
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen un
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Anhaftungseigenschaften stand die Steigerung der dopaminergen Genese der Neuronen 
im Vordergrund mit der Fragestellung, ob PDA und Collagene einen positiven Einfluss auf 
die neurale dopaminerge Differenzierung haben. 
In den Zellkulturen, die als Vergleichsstandard gewählt wurden, sorgten PLO und FN als 
adhäsive Zusätze für einen gleichmäßigen flachen Bewuchs der Kulturoberfläche. Eine 
niedrige Konzentration an PDA in den Beschichtungen führte zu einem nichtadhärenten 
Wachstum der hNPCs und zur Ausbildung von Spheres. Höhere Konzentrationen an PDA 
hatten ein adhärentes Wachstum der Zellen in clusterförmigen Anordnungen zur Folge. 
Insbesondere niedrige Konzentrationen an PDA, die zu einem nicht adhärenten 
Wachstum führten, erhöhten die Zellmortalität und es kam zu einer vergleichsweise 
niedrigen dopaminergen Differenzierung. Es besteht ein positiver Zusammenhang 
zwischen dem gleichmäßig adhärenten Wachstum der Zellen und der Zellvitalität. Die 
Beschichtungen der Kulturböden mit Collagen in Kombination mit PLO/FN zeigten ein 
gleichmäßig adhärentes Wachstum und eine mit dem Standard vergleichbar hohe 
Zellvitalität. Eine Kombination von PDA, Cl und Cll sowie der Standardbeschichtung 
PLO/FN führte nur unter Verwendung von höheren Konzentrationen PDA zu einem 
adhärenten Wachstum. 
Die Untersuchungen auf von Proliferations- und Differenzierungsmarkern auf Transkript-
und Proteinebene im Bezug auf die Steigerung der dopaminergen Genese zeigen, dass ei-
ne Kombination der Standardbeschichtung aus Poly-L-Ornithin/Fibronectin (PLO/FN) mit 
PDA sowie PDA als Monobeschichtung die dopaminerge Genese der hNPCs nicht 
steigern konnte. Auf den Beschichtungen mit PLO/FN und Cl sowie Cll ohne den Zusatz 
von PDA zeigt sich eine signifikant höhere Proteinkonzentration des dopaminergen 
Markers Thyrosinhydroxylase (TH) in den Analysen durch ICC und Westernblot. Bei einer 
Kombination von PDA, Cl und Cll sowie der Standardbeschichtung PLO/FN konnte eine 
Steigerung der dopaminergen Differenzierung nicht beobachtet werden. 
Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass Collagen in Kombination mit PLO/FN 
eine sinnvolle Ergänzung zum Standardprotokoll zur Generierung dopaminerger Neurone 
darstellt. Eine Kombination mit PDA zeigt eine signifikant geringere Expression an 
dopaminergen Markern und hat eine erhöhte Zellmortalität zur Folge. Die Beschichtung 
mit PDA führte nicht zu einer Steigerung der dopaminergen Differenzierung. PDA führte 
zur Bildung von Spheres, eine genauere Untersuchung der Verteilung neuronaler 
Phänotypen innerhalb dieser kann Thema zukünftiger Untersuchungen sein. 
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